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Préface
l:aceueil de manifestations oomme les Vile joumées scientifiques
de l'Agence universitaire francophone (ex-Aupetf) par l'Agro de
Montpellier est une des missions de "enseignement supérieur
agronomique et de la oommunauté scientifique regroupée dans
Agropolis. celle-ci est particulièrement ooncemée par la théma-
tique choisie par le réseau « Biotechnologie végétale » de
"AupetflUref - Amélioration des plantes et sécurité alimentaire - et
développée dans les pays méditerranéens et les régions tropicales.
Les oommunications scientifiques présentées par cette oommu-
nauté franoophone traduisent son dynamisme et son implication
dans le développement et l'application des nouvelles technolo-
gies à leur objet de recherche, dans le cadre de leurs universités
et centres de recherche nationaux. Il est frappant de oonstater
l'accumulation de connaissances en biotechnologies acquises
ces demières années et présentées aux Vile journées scienti-
fiques. La biologie, le mode de reproduction et la diversité des
espèces cultivées bénéficient de l'apport des marqueurs de la
diversité neutre, avec un fort développement des microsatellites,
et maintenant de l'emploi de gènes exprimés (EST/cDNA) asso-
ciés à la diversité nonl neutre. Les progrès fulgurants en géno-
mique végétale sont aussi associés à l'analyse moléculaire du
génome, aux cartes génétiques et au développement des res-
sources génomiques des espèces végétales cultivées. Par
ailleurs, la maîtrise de la culture in vitro et de la régénération
d'explants variés est valorisée par la réalisation de différents
objectifs: la micropropagation d'espèces fruitières, l'hybridation
somatique chez les solanacées, l'haploïdisation des céréales, la
transformation génétique... Enfin, les mécanismes génétiques et
physiologiques associés aux tolérances aux contraintes biotiques
et abiotiques sont étudiés pour différents objectifs d'une agricul-
ture durable : adaptation au déficit hydrique, tolérance au sel,
fixation symbiotique de l'azote, résistances aux pathogènes.. ,
La multitude des participants et des pays représentés à ces
Vile joumées scientifiques témoigne de l'importance des équipes
d'enseignants et de chercheurs engagées dans cette thématique et
de la dynamique du réseau « Biotechnologies végétales». C'est un
atout incontestable pour relever les défis de notre temps : gestion
de la biodiversité, développement durable, sécurité alimentaire...
Avec ma cordiale gratitude et le plaisir d'avoir accueilli cette mani-
festation scientifique de l'AUF à Montpellier.
André Charrier
Professeur Agro-M.

Avant-propos
Les journées scientifiques sont les points forts de l'activité des
réseaux « thématiques de recherche» : occasion de présenter les tra-
vaux s'inscrivant dans les thèmes retenus, occasion de rencontres et
de discussions favorisant la mise en œuvre de col1aborations. Les
Vile journées scientifiques du réseau AUF « Biotechnologies végé-
tales : amélioration des plantes et sécurité alimentaire » ont
eu pour thème « Des modèles biologiques à l'amélioration des
plantes ». Pourquoi ce choix?
En accord avec S. Hamon qui a organisé de façon magistrale ces
Journées à Montpel1ier, il nous est apparu nécessaire, à l'aube du
troisième millénaire, de prendre en compte les innovations tech-
niques et conceptuelles à l'origine de progrès décisifs pour l'ex-
ploitation des biotechnologies végétales. Cette approche posait un
problème dans la mesure où beaucoup de ces innovations résultent
de l'utilisation de plantes modèles dont les caractéristiques peuvent
être parfois considérées comme fort éloignées des plantes, agrono-
miques ou vivrières, travaillées dans le cadre du réseau. Nous avons
donc choisi de structurer ces journées autour des différentes théma-
tiques permettant d'aborder les diverses facettes de l'amélioration
des plantes au sens large:
- ressources génétiques;
- production et régénération de plantes in vitro ;
- résistance aux stress abiotiques;
- relations hôte-pathogène;
- transgenèse et diversité fonctionnelle du génome;
- métabolisme et symbiose.
Pour chacune de ces thématiques, une conférence d'introduction, par
un spécialiste reconnu de la question, a permis de situer l'apport des
modèles biologiques pour des approches biotechnologiques nova-
trices. La suite étant réservée aux interventions des membres du
réseau sélectionnées par le comité scientifique. De plus, compte tenu
de l'actualité du problème, une attention toute particulière a été
consacrée aux plantes transgéniques. L'intérêt comme les consé-
quences de leur utilisation ont fait l'objet de nombreux échanges et
de discussions approfondies, notamment dans le cadre de l'exploita-
tion pour les pays du Sud : adéquation avec les problèmes posés,
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coût d'exploitation, droits de la propriété intellectuelle. L'impor-
tance et l'actualité de ces différentes questions furent remarquable-
ment introduites par la conférence du professeur A. Kahn.
Ces VIle journées scientifiques ont connu un grand succès en atti-
rant plus de 270 participants, dont une proportion très significative
de chercheurs extérieurs au réseau. Il faut aussi souligner que l'at-
tribution de bourses de voyages par les organismes de recherche
associés (lRD, AUF, Cirad) a favorisé la participation des jeunes
scientifiques des pays du Sud. À l'issue de ces Journées, les mem-
bres du comité scientifique ont salué unanimement la qualité des
interventions, l'originalité des objectifs, la dynamique et la jeunesse
des équipes participantes.
Afin de prolonger l'intérêt de ces journées, il nous est apparu indis-
pensable d'en diffuser le plus largement possible les principaux
résultats. Le service d'édition de ['IRD a bien voulu accepter cette
lourde charge avec le soutien de l'Inra et de l'AUF. Je suis tout par-
ticulièrement satisfait de cette solution, d'autant plus que la locali-
sation des journées scientifiques à Montpellier, sous l'égide de
l'IRD, du Cirad et de l'Ensam, était l'occasion, qui a été saisie par
les participants, d'établir des liens fructueux avec les équipes scien-
tifiques et l'École doctorale montpelliéraine, fortement impliquée
dans les recherches pour les pays du Sud.
En permettant une édition de qualité et en favorisant la diffusion de
ces actes, l'IRD apporte aux scientifiques de notre réseau un outil
de grande utilité et qui fera date.
Professeur G. Ducreux
Coordonnateur du réseau AUF « Biotechnologies végétales:
amélioration des plantes et sécurité alimentaire »
Synthèses
thématiques
partie 1

,Economie
des ressources génétiques
Quelles évolutions pour quelles perspectives?
M. Trommetter1
Ilntroduction
La chronologie dans l'organisation de la conservation des res-
sources génétiques montre qu'il faut attendre la fin du XIXe et le
début du xxe siècle pour que la démarche des collectionneurs ne se
transfonne en recherche de la valorisation du matériel végétal
(Chauvet et Olivier, 1993). Dans ce contexte, la création des finnes
semencières vient de la volonté de modifier le secteur des
semences, largement tributaire du travail des agriculteurs dans leur
fonction d'améliorateur. En France, au XIXe siècle, la famille
« Vilmorin » développe une « sélection rationnelle» - le principe
de la sélection généalogique - par opposition à la sélection empi-
rique, qui sur la base de la constitution de collections de variétés de
blé a pour objectif d'identifier les variétés élites et de les sélection-
ner (Chauvet et Olivier, 1993). Ce fut le début d'un mouvement qui
n'a cessé de s'amplifier: la réduction du rôle des agriculteurs dans
la gestion de la variabilité génétique utilisée dans le secteur des
semences, se traduisant par le passage de la gestion de la diversité
génétique en champs, à la création de collections ex situ.
1 Inra-Serd, université P. Mendès-France, BP 47, 38040 Grenoble cedex 9,
France.
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Face à ces évolutions, on analyse dans une première partie l'organisa-
tion de la recherche dans le cadre de la sélection classique et son impact
sur la conservation des ressources génétiques et les droits de propriété
afférents. Dans une deuxième section, on étudie l'impact de l' intro-
duction des biotechnologies dans la conservation et l'utilisation des
ressources génétiques. Enfin, dans une troisième section, on présente
les enjeux des différentes options organisationnelles pour l'avenir.
La sélection classique et la conservation
des ressources génétiques
À partir des années 1950, le rôle stratégique de la diversité biolo-
gique dans la sélection végétale s'étend avec le développement des
échanges internationaux. Dans ce contexte, l'analyse de l'organisa-
tion de la sélection végétale à partir des entreprises semencières et
l'érude de l'impact et du rôle des conservatoires de ressources géné-
tiques végétales est nécessaire.
Organisation de la sélection végétale
et droits de propriété sur les innovations
En France, on peut noter une évolution dans l'organisation de la
recherche dans le secteur des semences à partir de 1960. En effet, après
avoir été spécialisées dans la diffusion et la commercialisation des
variétés, les entreprises menent en œuvre d'importants programmes de
recherches, soit en collaboration avec l'Inra, soit en collaboration avec
des firmes étrangères (principalement anglo-saxones et américaines).
La recherche coopérative pré-compétitive
Au cours du temps (tab!. 1), la sélection industrielle des meilleures
variétés conduit à une forte évolution de la diffusion des variétés
commerciales auprès des agriculteurs.
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Espèce 1950 1960 1970 1980
Céréales
marché réel 180 390 590 950
marché potentiel 2620 2350 1 920 1900
Maïs
marché réel 6 120 460 790
marché potentiel 200 330 470 790
Fourragères
marché réel 400 490 330 410
marché potentiel 650 780 450 460
Source: Gnis.
1Tableau 1
Ventes de semences en France (en millions de francs).
Dans ce contexte, l'organisation de la recherche et de la sélection
variétale repose pour partie sur des recherches coopératives (non
exclusivement bilatérales) entre des laboratoires privés et publics
(voire privés et privés) sur des recherches pré-compétitives (Estades
et al. 1995). Ainsi, des contrats de recherche sont conclus entre des
associations de sélectionneurs (telle Promaïs) et des laboratoires
publics (Inra ou CNRS). Dans ces contrats, l'incitation à la partici-
pation pour les différents acteurs repose sur un partage des résultats
de la recherche - informations et/ou lignées, et la mise au point de
technologies. Par exemple, des programmes de recherche basés sur
la gestion dynamique des populations visent à réintroduire de la
diversité génétique dans les souches parentales des variétés com-
mercialisées. En France, plusieurs projets de gestion dynamique des
populations sont en place: maïs, blé, tournesol. L'objectif est de
créer des pools géniques (comportant 20 à 30 populations dans le
programme populations sources sur le maïs en France) qui sont des-
tinés aux sélectionneurs dans un objectif de recherche et de déve-
loppement de nouvelles lignées. Ce type organisationnel n'est pas
spécifique à la France; on le retrouve, en particulier, dans le projet
Latin American Maize Projeet, qui est une collaboration entre le
Centro InternationaL de Mejoramiento de Maïs y Trigo (Cimmyt) et
une vingtaine d'entreprises des USA pour le développement de nou-
velles lignées (Salhuana et Smith, 1996). Dans ce contexte, l'objec-
tif poursuivi est de définir les conditions contractuelles du partage
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des avantages du résultat de la recherche qui assurent l'élimination
des comportements de passager clandestin - s'approprier les résul-
tats collectifs de la recherche sans réaliser les actions annoncées -,
ce qui, en économie, est bien analysé par les travaux de Alchian et
Demsetz (1972). Dans les travaux sur l'incitation à la coopération
dans la recherche, Combs (1992 et 1993) propose d'analyser l'arbi-
trage entre multiplier les projets (augmenter les probabilités de suc-
cès) et partager les coûts d'un projet de recherche (réduire le coût
de la recherche et donc le coût d'opportunité du risque d'échec).
Ces deux options - multiplier les projets et/ou partager les coûts -
sont particulièrement présentes dans la Recherche-Développement
du secteur des semences.
Sélection classique et droit de propriété
Les questions sur la mise en place de droits de propriété intellec-
tuelle sur les innovations et sur le partage des résultats de la
recherche sont en cours de négociation. L'objectif principal de ces
droits est avant tout de protéger les variétés conunercialisées contre
les imitations. Ainsi, un droit de propriété sur les innovations agri-
coles a été mis en place pour assurer la préservation de l'innovation
tout en assurant un libre accès aux ressources génétiques2. Ce droit
repose sur le Certificat d'obtention végétale (COV), qui est un sys-
tème de préservation des variétés de semences, garantissant l'accès
aux ressources génétiques qui les composent à des fins de recherche
et de sélection végétale. Le COV tient compte du fait que l'amélio-
ration végétale repose sur l'utilisation de procédés connus et utili-
sés par l'ensemble de la profession semencière, donc, a priori non
brevetables (Ducos et Joly, 1993). D'où cette protection à différents
niveaux: une protection de la variété en tant que telle (appropria-
tion privative pour la durée du certificat pour la variété), avec un
libre accès pour les ressources génétiques qui la composent (les res-
sources génétiques restant bien public). On a alors un libre accès
gratuit aux ressources génétiques.
2 Si l'on prend l'exemple de la création variétale (10 à 15 ans de R-D,
avant la mise sur le marché), les risques d'imitation sont d'autant plus
forts que le coût qui leur est associé est nul (Ducos et Joly, 1993).
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Sélection variétale, érosion et conservation
des ressources génétiques
L'objectif de la création ex situ de conservatoires de ressources géné-
tiques est, face à la disparition de variétés locales et à l'érosion de la
diversité génétique disponible, de conserver un maximum d'échan-
tillons afin d'avoir une représentation quasi exhaustive de la diversité
biologique d'une espèce à un instant donné. Même si l'entretien et
l'enrichissement des collections reviennent au milieu du XXe siècle
aux scientifiques (Vavilov en Russie), la prise en charge financière
étant assurée principalement par les pouvoirs publics (Chauvet et
Olivier, 1993), il Ya une accélération du phénomène dans la seconde
moitié du XXe siècle avec la substitution entre les variétés tradition-
nelles (cultivars locaux) et les variétés à hauts rendements des entre-
prises semencières. On retrouve ce schéma dans les pays en voie de
développement, avec les programmes de recherche et de développe-
ment des Centres internationaux de recherche agricole (Cira)3.
Dans ce contexte, la conservation ex situ en banque de semences
s'appréhende comme la mise en application du principe de précau-
tion dans la gestion des ressources génétiques4, ce qui revient à
conserver les ressources génétiques pour faire face à des incerti-
tudes sur la mutation de pathogènes eUou sur des fonctions spéci-
fiques (résistance au stress, à la salinité des sols, etc.) et sur leurs
impacts sur le niveau de productivité (Trommetter, 2000 a). Cette
approche part du principe que l'érosion de la diversité biologique
disponible et le rétrécissement de la base génétique des variétés
commerciales aggravent les conséquences de l'apparition d'un
pathogène, par exemple l'helminthosporiose sur cytoplasme Texas
3 La révolution verte, orchestrée par les Cira, a été critiquée pour les
impacts négatifs sur la diversité biologique cultivée dans les pays du Sud
et donc sur l'obligation de mettre en place des programmes de conser·
vation. Or, il existe des travaux empiriques localisés, réalisés au Punjab
(Pakistan), qui ont montré que la diversité génétique utilisée actuelle·
ment par les agriculteurs reste importante (Smale et al., 1998 a).
4 D'autres travaux tentent d'évaluer la valeur des ressources génétiques
en fonction de leurs usages inconnus, ce que l'on nomme généralement
la « valeur d'option ".
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de maïs aux USA dans les années 70. Dans ce cadre, on identifie un
double arbitrage (Trommetter, 1997 ; 2000 a) :
- conserver ou non les ressources génétiques: cet arbitrage dépend
de l'incertitude sur l'utilisation future des ressources génétiques et sur
la mutation des pathogènes ainsi que des coûts de la conservation;
- conserver mais comment: l'arbitrage entre techniques de conser-
vation est fonction de l'incertitude sur les évolutions technolo-
giques dans Je domaine des biotechnologies végétales.
Dans cet arbitrage, les caractéristiques de la décision au sens de
Richard et Trommetter (1999) sont: l'incertitude sur l'apparition
d'un pathogène; la probabilité de détenir un gène de résistance; les
anticipations sur les évolutions technologiques que ce soit dans le
domaine de l'évaluation ou du transfert génétique. L'évolution des
techniques de biotechnologies permettent de réaliser des opérations
de screening (recherche de séquences) beaucoup plus rapides au
cours du temps: de même, l'évolution des techniques de transferts
inter-spécifiques aura un impact sur l'évolution des collections,
comme nous le verrons dans la deuxième partie.
Utilisation des banques de gènes:
une valorisation ?
L'analyse de l'organisation de la conservation montre des Liens faibles
entre conservateurs et industriels. Le sélectionneur n'utilise qu'une
partie du matériel à sa disposition. Wright (1997) note que malgré la
quasi exhaustivité (en termes de diversité génétique) de certaines col-
lections, seuls 55 % des sélectionneurs de maïs aux USA utilisent du
matériel conservé dans les banques de gènes. Parallèlement, une
enquête de l'OCDE sur l'utilisation des conservatoires ex situ et des
espèces sauvages apparentées dans les programmes de sélection agri-
cole, aboutit à des conclusions proches (tabl. 2).
Ces deux approches, même si elles aboutissent à des conclusions
proches, ont des logiques différentes: Wright (1997) mesure les fré-
quences de demandes d'échantillons dans les banques; Swanson
(1997) analyse les utilisations effectives de ces échantillons dans les
programmes de sélection. Ces études sont en phase avec les poli-
tiques publiques actuelles où les décideurs publics demandent, de
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Origine du germplasm Pomme Céréales Oléagineux Légumineuses
de terre
Variété commerciale 50,0 87,0 78,8 95,7
Petites espèces associées' 8,0 0,6 1,2 0,3
Espèces sauvages - Banque 1,9 1,2 1,0 1,4
Espèces sauvages - in situ 0,0 0,7 0,1 0,1
Cultivars locaux - banque 1,7 1,7 2,3 1,7
Cultivars locaux - in situ 0,0 0,7 2,8 0,4
Mutants 3,3 0,7 7,2 0,3
Biotechnologies 17,7 3,5 6,8 0,1
• Espèces mineures cultivées sur de petites échelles
et présentant des améliorations limitées par rapport aux ascendants sauvages.
Source: Swanson (1997).
1Tableau 2
Source de germplasm par groupes d'espèces (en pourcentage).
plus en plus, des estimations sur la valeur des collections de res-
sources génétiques par leur contribution à accroître et à améliorer la
production agricole. Il s'agit donc de préciser la compensation des
fonds publics alloués à la conservation et nOn plus de montrer la
rationalité de l'organisation de la conservation: minimisation des
coûts à objectif de conservation donné (Trommetter, 2000 a).
Dans ce contexte, modifier les habitudes des sélectionneurs est pri-
mordiale, Salhuana et Smith (1996) avançant en effet plusieurs rai-
sons pour sous-utiliser les échantillons conservés en banques de
semences : i) la difficulté d'utilisation de ce matériel dans des
conditions environnementales différentes de celles des pays d'ori-
gine, ii) les délais de sélection pour aboutir à une variété commer-
cialisable, l'absence de données sur les caractéristiques
agronomiques particulières que pourraient avoir ces variétéss.
5 En France, la stratégie des réseaux de conservation conduit à impliquer
les utilisateurs potentiels dans la conservation. Ceffe approche permet,
d'une part, de faciliter la coopération entre les entreprises et de conduire
à des économies d'échelle (statiques et dynamiques) à la fois sur la
conservation et sur les dépenses de R-O sur les ressources génétiques et,
d'autre part. d'avoir une meilleure utilisation du matériel conservé du fait
qu'il a été évalué génétiquement avec des caractérisations primaire et
secondaire, ce qui permet au sélectionneur de choisir plus efficacement,
les populations sur lesquelles travailler (gain de temps et choix plus large).
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1La valorisation des collections .
un enjeu des biotechnologies
Dès la fin des années 80, les comportements des différents acteurs
de la conservation et de la gestion de la diversité biologique chan-
gent. Ils prennent conscience que les charges de ]a conservation
peuvent être compensées par les valorisations ultérieures. Les avan-
cées scientifiques, portant sur l'identification du génome des
espèces et les possibilités créées par le génie génétique, ouvrent de
nouvelles perspectives dans la création variétale. La conservation
n'est donc plus simplement une opération de catalogage et de sto-
ckage destinée à maintenir la diversité biologique.
Organisation de la recherche
et autorisation de breveter le vivant
Par rapport au modèle classique de la sélection végétale présenté
dans la partie précédente, les programmes de sélection, basés sur
l'utilisation des nouvelles technologies (biologie moléculaire et
transfert interspécifique de gènes) pour l'évaluation génétique des
variétés, sont coûteux et ce d'autant plus que la recherche porte sur
l'identification de séquences génétiques intéressantes ou la recher-
che de nouvelles fonctions (agronomiques ou de résistance, etc.)6
(Trommetter, 2000 b). De plus, le fait que les ressources conservées
soient éloignées génétiquement d'une variété commercialisée n'in-
cite pas les sélectionneurs à les utiliser du fait des coûts élevés et
des délais de développement longs. Ils demandent du matériel aux
banques de gènes dès que des lignées suffisamment améliorées sont
disponibles (Lemarié et Trommetter, 1999) ; il s'agit d'une « valo-
risation » du matériel génétique conservé par une présélection et/ou
6 Ainsi, le coût de la caractérisation moléculaire est d'environ 900 F par
échantillon (pour des détails techniques, Burslin et al.. 1998).
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par l'identification d'une caractéristique fonctionnelle intégrable
par génie génétique (Trommetter, 2000 b).
L'analyse de la fonnalisation de l'infonnation génétique et de sa
diffusion est primordiale, sachant que le surcoût de la recherche, lié
à l'utilisation des nouvelles technologies du génie génétique, est
fort. Cela conduit, en particulier, à mettre en œuvre de nouveaux
concepts de propriété industrielle: telle brevet sur le vivant7 . Dans
ce contexte et du fait que les deux modes de sélection, classique et
basé sur le génie génétique (OGM) co-existent, cela pousse au ren-
forcement de la protection par le COY de 1991, les sélectionneurs
classiques craignant une appropriation de leurs variétés commer-
ciales par un brevet d'un concurrent.
Au niveau de la théorie économique, ce type d'organisation de la
recherche basée sur les nouvelles technologies du génie génétique,
et la recherche de fonctions fait référence au modèle de Evenson et
Kislev (1976) qui a plusieurs implications pour la politique de ges-
tion des ressources génétiques. Ce modèle analyse un programme
de recherche sur la mise au point de nouvelles variétés commercia-
lisables. Deux principaux résultats sont à retenir de ce modèle:
- l'utilisation de matériels biologiques, génétiquement distants les
uns des autres, pour créer de nouvelles variétés commercialisables,
permet d'augmenter la variabilité génétique et à terme les rende-
ments de ces variétés. Ceci constitue une incitation à la conserva-
tion et à l'utilisation de ressources génétiques dans des proportions
importantes;
- la faiblesse des financements proposés, sur des programmes de
sélection à partir de parents génétiquement distants, a un effet contre-
7 On peut noter que l'extension du brevet aux innovations sur le vivant
trouve son origine, au début des années 80, dans un jugement de la cour
suprême des USA, dans lequel elle reconnaît que tout organisme vivant
(autre qu'humain) peut faire l'objet d'un brevet à partir du moment où les
conditions de brevetabililé (activité inventive, nouveauté, applications
industrielles) sont remplies. La question essentielle actuellement porte
sur l'interprétation des conditions de brevelabilité qui semblent être
assouplies au cours de la demière décennie, en particulier sur l'étendue
réelle des brevets. Les brevets sont-ils accordés pour des usages iden-
tifiés ou pour tous les usages qui pourraient en être dérivés (Noiville
1997, pour en mesurer les enjeux) ?
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incitatif sur la conservation et l'utilisation d'un stock important de
ressources génétiques. La probabilité de succès est trop faible et les
délais de recherche trop long par rapport aux budgets accordés. Un
second effet réduit les incitations pour la conservation par espèce,
c'est la réduction des coûts des nouvelles techniques de transgénèse.
On est donc face à un arbitrage entre un niveau de diversité géné-
tique utilisée (probabilité de succès) et un délai de la recherche.
Ainsi, les évolutions organisationnelles dans le secteur des
semences dans les années 1990, correspondent à des évolutions
technologiques (essor du génie génétique) et institutionnelles avec
la définition de nouveaux droits de propriété sur le vivant. Cela
conduit à augmenter le risque d'appropriation privative des res-
sources génétiques et à modifier durablement l'organisation de la
recherche. Dans ce schéma, on privilégie donc la recherche de
« fonction» par rapport à l'amélioration de la diversité exploitée.
La protection des variétés par les brevets (forts, sans licences de
dépendance) semble se développer tant aux USA qu'en Europe (où
Je brevet reste limité aux variétés OGM).
Incitations à la conservation
et Recherche-Développement
La modélisation des arbitrages entre les différents types de conser-
vation permet de montrer l'avantage de la conservation sur la non-
conservation et donc d'autoriser la mise en place de collections,
même pour des probabilités faibles d'apparition d'un pathogène
(Trommetter, 1997). Néanmoins, même si l'utilisation du principe
de précaution semble justifier la conservation des ressources géné-
tiques, les financements accordés à une banque de gènes, donc à la
qualité de la conservation, ne sont pas encore réglés (avec ou sans
évaluation, dans une core collection ou dans une banque). La carac-
téristique de la décision intervenant dans le choix est alors la pro-
babilité d'émergence de nouvelles technologies de screening plus
efficaces et rapides dans le futur. Ces travaux sont confirmés par
Koo et Wright (1999)8 qui analysent le « timing» de la décision de
lancer un programme d'évaluation pour des caractères de résistance
donnés. Dans ce cadre, étudier l'organisation de la conservation à
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partir des recherches sur les résistances est d'autant plus justifiée
que, dans les denùères décennies, elles ont généré une part impor-
tante des retours sur investissement de la recherche internationale
sur le maïs (Smale et al., 1998 b).
Parallèlement, les questions infonnationnelles (types d'informa-
tion, accès et transfert des connaissances, etc.) et leurs consé-
quences sur l'utilisation des ressources génétiques végétales voire
sur la participation des sélectionneurs privés à un réseau de conser-
vation, sont au cœur de l'analyse. En effet, on a trois types d'infor-
mation dans le cas où il existe des recherches collectives :
l'infonnation publique sur le matériel génétique maintenu en
banque ou en réseau (principalement données de passeport), une
information privée qui est liée à l'évaluation individuelle du maté-
riel par une finne et une infonnation que nous qualifions de « col-
lective » avec une réduction des délais de recherche par une
meilleure infonnation sur le matériel (Tronunetter, 2000 c).
Ces deux groupes de questions, sur les droits de propriété et sur
l'accès à l'infonnation, peuvent être analysés au travers de la litté-
rature économique basée sur l'application de la théorie des contrats
incomplets et/ou de la théorie de l'agence aux activités de
Recherche-Développement. Ainsi, dans une recherche coopérative,
on peut introduire du hasard moral - une asymétrie d'information
sur l'action réelle des agents -, en particulier dans le cas où les
actions des partenaires ne pourraient pas être toutes contrôlées (éva-
luation sur caractères et incertitudes sur la diffusion de l'infonna-
tion par exemple). Dans ce cadre contextuel, Choi (1992) montre
par exemple les conditions de succès et les limites d'une recherche
coopérative. Dans un autre registre, Aghion et Tirole (1994) postu-
lent qu'en l'absence d'une bonne identification de la nature des
innovations, il est possible de trouver une répartition optimale des
droits de propriété entre le Principal et l'Agent. Enfin, sur la base
8 Trommetter (1997) proposait d'analyser l'arbitrage entre banque non
évaluée génétiquement et core collection évaluée génétiquement (à
contrainte budgétaire relativement équivalente) alors que Koo et Wright
(1999) regardent l'intérêt d'allouer des fonds supplémentaires pour éva-
luer, dès aujourd'hui, l'ensemble d'une collection.
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d'une relation Principal-Multi-agents (Picard et Rey, 1991), on peut
construire un mécanisme incitant les entreprises à se regrouper
(parallèle avec la création d'associations professionnelles) pour
produire un effort collectif de recherche socialement efficace.
1Droits de propriété intellectuelle
et organisation de la recherche
quels enjeux?
Diverses protections de l'innovation restent possibles tant au niveau
des brevets (avec ou sans licence) et donc de l'accès au matériel
génétique, qu'au niveau du COY et donc de l'accès à la variété.
En résumé, les différentes formes de protection qui peuvent être uti-
lisées sont (Trommetter, 2000 b) : i) le brevet fort sans licence obli-
gatoire ; ii) Je brevet sous conditions d'exclusions, par exemple
limité à des applications industrielles bien définies; iii) le brevet à
licences obligatoires qui peuvent être gratuites ou liées au verse-
ment d'une redevance. Ce système permet de garantir une protec-
tion de l'innovation avec un « libre accès rémunéré» aux ressources
génétiques (Hermitte et Joly, 1993) ; iv) le Certificat d'obtention
végétale qui comprend ou non le « privilège des fermiers »9, négo-
cié actuellement au cas par cas au niveau de chaque pays.
Dans les trois premiers types de protection, il y a une privatisation
de la ressource biologique, mais avec une garantie d'accès qui sera
plus ou moins étendue. Dans ce cas, la notion de bien public des res-
9 Le privilège des fermiers est un engagement, des pays adhérants au
COY de 1978, de ne pas poursuivre des agriculteurs qui pratiqueraient le
triage à façon (le réensemencement de leur propre récolte). Depuis le COY
de 1991, cet engagement est en rediscussion au niveau de chaque pays.
Les enjeux sont particulièrement importants pour les incitations à la R-D
dans le secteur des semences dans le cas de l'interdiction ou de l'obliga-
tion de versement de licences par les agriculteurs (Trommetter, 2000 b).
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sources génétiques disparaît. Avec le COV par contre, il y a bien
une protection de l'objet (variété), y compris par rapport aux agri-
culteurs dans le cas d'un abandon du privilège des fenniers, avec un
libre accès aux ressources génétiques qui la composent et qui res-
tent donc un bien public (Trommetter, 2000 b).
Dans le choix des options de droits de propriété intellectuelle pour le
futur, ce point est essentiel pour la circulation du matériel génétique.
En effet, les brevets ou tout autre système de protection intellectuelle
reposent sur les pays dans lesquels ils ont été déposés. Ainsi, lors des
négociations dans le cadre de l'Organisation mondiale du commerce,
obligation est faite aux PVD de mel1re en place un système de droit
de propriété sur le vivant (Brevet/COV/autres systèmes sui generis).
Il n'y a donc pas une harmonisation au niveau international du bre-
vet comme unique modèle de protection des innovations sur le
vivant. Cela permet aux PVD de décider du choix du mécanisme de
protection selon leurs propres besoins. Dans ce contexte, on peut
noter que depuis 1990, un certain nombre de pays, du Sud comme de
l'Est, ont adhéré à la convention Dpov (17 sous le régime de 1978
et 4 sous le régime de 1991)10, ce qui montre une certaine flexibilité
dans les outils de protection du vivant à l'heure actuelle. Cette sou-
plesse est d'autant plus importante que selon le choix du système de
protection retenu, les risques d'appropriation des ressources géné-
tiques d'un pays par des firmes (nationales ou extérieures) sont dif-
férents ll : COV, brevet à licences obligatoires, permettant de garantir
une protection de l'innovation tout en garantissant un « libre accès
rémunéré, ou non» aux ressources génétiques.
Parallèlement, le système retenu pour la protection des innovations à
base de ressources génétiques et de biodiversité aura un impact non
négligeable sur l'organisation de la recherche dans les différents pays
(Trommetter, 2000 a). Relativement indifférent dans la recherche de
« fonctions », il pourra contraindre des recherches basées sur le rôle
10 Source: site internet de l'Upov, http://www.upov.org
lIOn peut ainsi noter que la signature du protocole sur la biosécurité à
Montréal en janvier 2000 reconnaît la possibilité pour tout de pays de
refuser l'Introduction d'OGM dans son pays au nom du principe de pré-
caution et de la clause de "prior informed consent ".
.... 31
32 T Des modèles biologiques à J'amélioration des plantes
de la diversité biologique dans la production comme la gestion dyna-
mique des populations en France (Gallais et Monod, 1998). En effet,
mettre en place un programme de recherche basé sur l'utilisation de
la diversité biologique de la collection, alors qu'il existe un système
de protection par brevet nécessitant d'identifier l'apport de chacune
des variétés dans les pools puis dans la variété commerciale, est
impossible, ou alors à des coûts que l'on peut considérer comme pro-
hibitifs. Il s'agit en effet de mettre en œuvre une approche par les
prix hédoniques, donc d'évaluer les prix relatifs entre les différents
éléments composants la variété commercialisée.
Enfin, ces droits de propriété et les anticipations sur les évolutions
dans les techniques de génie génétique auront un impact sur l'orga-
nisation de la conservation, en particulier sur le nombre d'échan-
tillons conservés et sur le niveau d'information accessible sur ce
matériel. Ainsi, dans le cas des collections de réseaux en France,
Trommetter (2000 c) a montré que la pérennisation de ces réseaux
dépend des anticipations sur les évolutions tant dans les droits de
propriété que dans les institutions. Dans le cas où la protection des
innovations est basée sur les brevets et en l'absence de contrat sur
l'utilisation des ressources génétiques (Material Transfer
Agreement, MTA), l'effet sera restrictif sur le nombre d'échan-
tillons disponibles dans la Collection nationale.
1Conclusion
L'objectif de cet article étant de montrer les liens entre conserva-
tion, organisation de la Recherche-Développement et droits de pro-
priété intellectuelle dans le secteur des semences. On a montré les
enjeux des nouvelles techniques (en particulier de génie génétique)
dans ['organisation de la recherche (individuelle et/ou coopérative),
dans le partage des résultats (lignées et/ou information) mais égale-
ment dans la conservation des ressources génétiques.
Ces enjeux dépendent fortement des droits de propriété sur le vivant
et des conditions d'accès au matériel, mais également à l'informa-
tion, qui seront retenus tant au niveau international que national.
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Cette analyse a pemùs de montrer que l'introduction du brevet,
même s'il est relativement neutre quant au matériel conservé, aura
un effet plutôt contraignant pour l'organisation des recherches col-
lectives et risque d'entraîner une redéfinition des collections de res-
sources génétiques accessibles aux industriels et aux chercheurs.
Parallèlement, on peut noter qu'une redéfinition de l'accès aux res-
sources génétiques voire aux variétés, avec la généralisation des
MTA et/ou l'évolution du « privilège du femùer », peut avoir des
effets positifs en terme d'incitations à la recherche, voire à la coopé-
ration dans la recherche dans le secteur des semences.
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La protéomique
Une approche nécessaire en physiologie
et en génétique des plantes
H. Thlellement1
1ntroduction
Des avancées considérables en robotique, en informatique et en
nanotechnologie ont permis l'émergence de différentes approches
globales en biologie.
Au niveau de l'ADN, la séquence de génomes entiers de micro-
organismes a été réalisée et le premier génome végétal sera intégra-
lement connu en 2000 (plus de 93 % du génome de 130 Mb
d'Arabidopsis thnLiana est déjà séquencé fin juin 2(00).
Au niveau de l'ARN messager, plus de 2 millions d'étiquettes
d'(EST) (Expressed Sequence Tag) des ADN complémentaires ont
été séquencés chez l' Homme. En juin 2000, plus de 85 000 ADNc
sont répertoriés chez le soja, 72 000 chez la tomate, 61 000 chez le
maïs, 53 000 chez le riz et 51 000 chez Arabidopsis, soit, même
compte tenu des redondances, presque tous les gènes (dont le
nombre est estimé entre la 000 et 20 0(0).
On réalise, avec ces données de séquence, des filtres à haute densité
ou des « puces à ADN» (DNA chips, microarrays). Sur une très
1 Station de Génétique végétale, Inra, ferme du Moulon, 91190 Gif-sur-
Yvette, France.
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petite surface est fixée toute la collection d'ADNe, ou des frag-
ments de leurs séquences, que l'on hybride avec les messagers pré-
sents à un stade ou dans un organe donné. On peut alors en déduire
quels gènes, parmi des milliers, sont transcrits et en quelles propor-
tions (Marshall et Hodgson, 1998).
On dispose donc aujourd'hui d'outils extrêmement puissants pour
étudier la transcription et sa régulation.
Au niveau des protéines, la méthode utilisée est encore aujourd'hui
l'électrophorèse bidimensionnelle (0' Farrell 1975 ; Klose 1975).
Cette méthode sépare les protéines dénaturées selon 2 critères indé-
pendants : i) le point isoélectrique dans une première dimension
(isoélectrofocalisation), ii) la masse moléculaire dans la seconde
(SDS PAGE). On obtient ainsi des gels en plaque où se répartissent
de plusieurs centaines à plusieurs milliers de spots protéiques
(c.-a.-d. de produits de gènes) (fig. 1).
1Figure 1
Gel bidimensionnel
obtenu avec
les protéines
totales dénaturées
de la partie aérienne
de germinations
étiolées
d'Arabidopsis Ihaliana,
écotype
Landsberg erecla.
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Ces protéines peuvent être caractérisées par différentes méthodes. La
caractérisation irrununologique peut être utilisée quand on soupçonne
a priori tel ou tel spot ou que l'on recherche une protéine connue.
Le séquençage, par les méthodes classiques d'Edman, des 10 à 15
premiers acides aminés de la partie N-terminale, ou de séquences
internes, est très fiable mais coOteuse. Lente (1 spot/jour), el1e exige
de grandes quantités de protéines.
Cependant, il vaut mieux combiner les différents critères suivants:
- la masse moléculaire et le point isoélectrique déduits directement
de la position du spot sur le gel;
- la composition globale en acides aminés, qui consiste, après
hydrolyse acide, à estimer les pourcentages des différents acides
aminés. Peu coûteuse et rapide (plus de 20 spots/jour), elle se révèle
très utile en combinaison avec d'autres critères;
- le séquençage de 3 à 4 acides aminés consécutifs (<< sequence
tag »), méthode rapide et qui permet d'utiliser le même spot pour
d'au tres analyses.
La combinaison des données obtenues sur la composition en acides
aminés, une « sequence tag », le point isoélectrique et la masse molé-
culaire suffit en général à une caractérisation sans ambiguïté si la pro-
téine, ou son gène, se trouve déjà archivé dans les banques de données.
Le nombre d'échantillons traités est accru et les coûts considérable-
ment réduits par rapport au séquençage classique selon Edman.
Mais la caractérisation la plus performante est aujourd'hui réalisée
par spectrométrie de masse. Les spectromètres de type MALDI-TOF
mesurent la masse des peptides obtenus après digestion trypsique de
la protéine. Appareils à haut débit, ils permettent l'identification
rapide de nombreuses protéines quand une information génomique
riche est disponible pour l'espèce étudiée. En effet, les données
recueilhes (<< peptide mass fingerprints ») sont comparées à celles
des banques de données de type Swissprot ou TrEMBL. Les spec-
tromètres de masse de type ESI-MS/MS permettent quant à eux d'aI-
ler, par fragmentations successives, jusqu'à la séquence en acides
aminés des peptides obtenus. Comme avec le séquençage d'Edman,
ils autorisent alors la comparaison avec les séquences d'autres
espèces et sont donc plus adaptés quand le génome de l'espèce étu-
diée est peu caractérisé.
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1Intérêts de la protéomique
On assiste au développement de 3 nouvelles disciplines: au niveau
de l'ADN, du génome, la génomique, au niveau de l'ARNm
(de l'ADNe), des transcriptomes, la transcriptomique et au niveau
de la protéine, des protéomes, la protéomique, qui représentent une
nouvelle façon de faire de la biologie avec l'analyse et l'étude
simultanée d'un très grand nombre de données.
Au niveau génomique, malgré le développement d'algorithmes tou-
jours plus astucieux pour les études in silico des séquences, on se
demande toujours où sont les gènes et surtout quelles sont leurs
fonctions. La grande question est donc celle de l'analyse fonction-
nelle. En effet, plus de la moitié des gènes séquencés sont encore
« orphelins» (de fonction).
Au niveau transcriptomique, toutes les régulations ne sont pas acces-
sibles : la corrélation est médiocre (0,5) entre abondance des messa-
gers et quantité des protéines (Anderson et Seilhammer, 1997), et de
très nombreuses régulations sont post-transcriptionnelles (modifica-
tions post-traductionnelles, turn over des protéines...).
Le niveau protéomique est donc indispensable:
- pour savoir si, où, quand et en quelle quantité un messager sera
traduit;
- pour étudier les modifications post-traductionnelles (des dizaines
ont été décrites: coupure du peptide d'adressage, phosphorylation,
glycosylation, etc.) ;
- pour décrire les différentes formes d'une protéine (le paradigme
un gène-une protéine n'est plus d'actualité) ;
- pour étudier les interactions fonctionnelles entre protéines et entre les
protéines et les molécules qu'elles synthétisent (sucres, lipides, etc.) ;
- pour connaître la localisation subcellulaire des protéines.
La protéomique permet d'étudier:
- les effets de molécules à cibles multiples comme les drogues, les
médicaments ou les hormones;
- les effets multiples de stress biotiques (parasites, maladies) ou
abiotiques (froid, sécheresse, pollution ... ) (Hausmann et al., 2000 ;
Leonardi, cet ouvrage) ;
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- les effets pléïotropes d'une mutation, par exemple de repérer les
cibles d'un facteur de transcription (Damerval et Le Guilloux, 1998);
mais aussi de :
- compléter les cartes génétiques avec des gènes exprimés (les mar-
queurs protéiques ne sont pas codés par des séquences anonymes ni
par des pseudo gènes) (de Vienne el al., 1996) ;
- de localiser sur les cartes génétiques des « PQL » pour Protein
Quantity Loci (Damerval el al., 1994). À partir de la quantification
des spots, une analyse de type QTL sur un dispositif adéquat per-
mettra de localiser les régions du génome impliquées dans la régula-
tion en quantité de telle ou telle protéine. On pourra alors rechercher
les co-localisations des QTL pour un caractère d'intérêt et des PQL,
permettant de faire des hypothèses sur des « protéines candidates»
dont la fonction pourrait être liée à l'expression de ce caractère;
- calculer des distances génétiques. La comparaison des protéomes
de plusieurs génotypes, à un même stade d'un même organe, permet
de compter pour chaque couple de génotypes les spots communs et
spécifiques et de calculer des indices de similarité ou de distance à
partir de ces nombres (Thiellement el al., 1989 ; Zivy el al., 1995,
Marquès el al., 2(00). La construction d'arbres phénétiques à partir
de ces matrices de distances permet alors d'estimer les relations
génétiques entre ces génotypes (variétés, espèces ou genres) (fig. 2).
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B. napus
Samouraï
B. napus
Drakkar
Raphanus
raphanistrum
B. juncea
A. thaliana
Ler
A. thaliana
Col
1 Figure 2
Arbre phénétique obtenu avec
la méthode du " Neighbour Joining »
à partir de la matrice des distances
calculées sur la base des nombres
de spots communs et spécifiques
chez différentes espèces
et génotypes de crucifères.
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On peut égaIement, avec cette approche, étudier les relations d'ho-
méologie entre les génomes des polyploïdes (Bahrman et
Thiellement, 1987). La comparaison de génotypes tétraploïdes (par
ex. AACC et AABB) et de chacun des diploïdes (AA, BB et CC) por-
teurs des mêmes génomes a permis de comparer, chez les crucifères,
le niveau d'expression d'un même génome à différents niveaux de
ploïdie et vis-à-vis de différents homéologues (Marquès et al., 2(00).
Quelques perspectives
Malgré les avancées technologiques extraordinaires de la géno-
mique et plus récemment de la transcriptomique, la protéomique
apparaît comme une discipline complémentaire et indispensable
pour l'analyse fonctionnelle des gènes (Humphery-Smith et al.,
1997, Wilkins et al., 1997). Ses applications potentielles en dia-
gnostic médical et en pharmacologie ont poussé à son développe-
ment technologique à différents niveaux:
- au niveau de la biochimie des protéines (extraction de protéines
hydrophobes, de pl extrêmes, standardisation, automatisation et
reproductibilité des protocoles) ;
- au niveau de la caractérisation des protéines par la spectrométrie
de masse (vers un « laser moléculaire» qui balayera le gel et carac-
térisera les spots au fur et à mesure) ;
- au niveau bioinformatique : analyse d'images, quantification des
protéines, comparaison multiple de gels, interconnection entre les
bases de données protéiques, génétiques, physiologiques et biblio-
graphiques (Appel et al., 1997).
Des cartes protéiques sont actuellement développées, accessibles sur
internet, où on peut cliquer sur un spot et accéder aux informations
le concernant. La figure 3 montre les informations recueillies récem-
ment sur les protéines de feuille d'Arabidopsis (Sarazin et al., 2000).
Les applications de la protéomique à la taxonomie ont encore été
peu exploitées et une protéomique comparative permettra aussi:
- de court-circuiter les délais de passage des espèces modèles aux
espèces cibles et inversement;
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1Figure 3
Carte protéique selon le standard « Swiss 2D PAGE»
du protéome de feuille verte d'Arabidopsis, écotype Columbia.
Les points d'interrogation indiquent que la masse moléculaire observée
sur le gel ne correspond pas à la description de la protéine selon Swissprot.
Quand il s'agit de fragments protéiques avérés, ils sont indiqués entre parenthèses.
Les protéines trouvées communes à toutes les crucifères étudiées
(des genres Brassica, Raphanus et Arabidopsis) sont encadrées.
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- de caractériser ces protéines invariantes (spots communs) et donc
ces gènes « contraints» à évolution plus lente (gènes codant pour
des protéines « de ménage» ou impliquées dans des complexes, ou
gènes d'une autre nature ?).
Conclusion
La protéornique s'avère donc aujourd'hui incontournable pour
répondre à un grand nombre de questions fondamentales et appli-
quées. Ses applications à la physiologie et à l'amélioration des
plantes ont fait l'objet de revues récentes (Thiellement et al., 1999,
Thiellement et al., 2001). Elle permet aussi d'imaginer et de répon-
dre à de nouvelles questions.
Comme les autres approches globales en biologie, elle débouche sur
la définition d'ensembles de protéines ou de gènes co-régulés. Elle
montre la nécessité et l'urgence de développer de nouveaux
concepts et de nouveaux modèles pour gérer d'énormes quantités de
données afin de pouvoir rendre compte, et prédire, la complexité
des systèmes biologiques.
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Le contexte actuel
des plantes transgéniques
J. Schwendiman1
Ilntroduction
La vocation de l'agriculture est de nounir l'humanité ainsi que les
animaux d'élevage. Mais il existe actuellement, en termes de popu-
lation et de taux de croissance démographique, de fortes disparités
entre les pays développés et les pays en développement.
La population actuelle avoisine, sinon dépasse les 6 miIJiards d'in-
dividus et compte tenu du taux de croissance, elle devrait atteindre
environ 9 milliards à l'horizon 2020 pour ensuite peut-être se stabi-
liser aux alentours de 10-12 milliards en 2050. Il est évident que
l'essentiel de cette croissance aura lieu dans les pays en développe-
ment. Actuellement 80 % de la population, soit environ 4,6 mil-
liards d'individus, vivent dans des pays en voie de développement
où le taux annuel de croissance est de 1,9 %. Force est de constater
que 800 millions de personnes sont chron.iquement sous-alimentées,
tandis que 1,3 milliard survit avec moins de 1 dollar US comme
revenu journalier. L'évolution de la production agricole globale,
observée depuis une quarantaine d'années, montre une diminution
constante du taux de progression annuel. Au cours de la deuxième
partie du )(Xe siècle l'évolution de la production agricole globale
est passée progressivement de 3 % dans les années 60 à 2 % dans
les années 70-80 pour arriver à 1 % dans les années 90.
1 Cirad, département Amis, avenue Agropolis, 34398 Montpellier cedex 5,
France.
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Les causes de ce phénomène sont multiples: érosion éolienne, éro-
sion hydraulique, salinité des sols, surpâturage, surexploitation des
sols, urbanisation. Toutes convergent vers une stabilisation de la
production alors que la population à nourrir est en augmentation
constante. Ce qui implique de doubler, voire tripler la production
agricole pour une satisfaction complète des besoins alimentaires de
l'humanité à moyen-long terme, tout en se préoccupant de l'impor-
tant problème des pertes post-récolte. Les conséquences de cette
situation peuvent être résumées ainsi : au début des années 1960,
0,44 ha de terre cultivable permettait de nourrir une personne; en
1997, c'est sur seulement 0,26 ha ; à l'horizon 2050, 0,15 ha
devront suffire. Devant toutes ces contraintes, l'agriculture de
demain (concept dit de la révolution doublement verte) se devra
d'être à la fois plus productive, durable, conservant les ressources
naturelles et respectueuse de l'environnement.
Les biotechnologies, et notamment les plantes transgéniques, sont
partie intégrante de ce concept mais, auparavant, nous voudrions
aborder très succinctement l'une des contraintes majeures, l'eau.
Déjà, son utilisation journalière révèle des disparités considérables,
depuis 660 litres/jour aux États-Unis contre seulement 20 litres en
Haïti. L'humanité, pour l'ensemble de ses besoins, prélève 3 240 mil-
liards de m3 d'eau douce annuellement, dont 69 % servent aux
besoins de l'agriculture. De fait, les surfaces irriguées ont quintuplé
depuis le début du XXe siècle, avec le constat que les pays pauvres et
secs atteignent un rendement agricole trois fois moindre que celui des
pays développés tout en utilisant deux fois plus d'eau pour l'irriga-
tion (du fait notamment des pertes dues aux fissures dans les canaux
et les rigoles). L'accès à l'eau et sa gestion seront des données fon-
damentales du siècle à venir, elles sont déjà SOillces de conflits dans
certaines régions défavorisées (en termes de pluviométrie) du globe.
Les plantes cultivées demain seront-elles transgéniques ? Le
domaine attire évidemment de multiples convoitises, car on estime
le chiffre d'affaires annuel du secteur semences et plants à 50 mil-
liards de dollars US, dont 20 milliards représentent déjà la com-
mercialisation et 30 milliards le potentiel des semences utilisées par
les fermiers pour la génération suivante.
La France est bien positionnée, avec un C.A. de 11 milliards de dol-
lars (dont 2,7 réalisés à l'exportation), elle tient le premier rang
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européen et le deuxième mondial derrière les USA, et ce secteur
concerne 48 000 entreprises. II n'est donc pas surprenant que de
nombreux pays, entreprises, laboratoires se soient investis dans le
domaine des plantes transgéniques, au vu de ce contexte.
1La situation des essais en champ
de plantes transgéniques
Ce bilan, comme le suivant qui concernera la commercialisation,
s'appuie sur les synthèses que fait régulièrement l'Isaaa
(International Service for the Acquisition of Agri-biotech Appli-
cations)l. Entre 1986 et 1997,45 pays avaient déjà conduit en champ
près de 25 000 essais, soit 15 000 entre 1986 et 1995, et près de
10 000 sur les seules années 1996 et 1997. La situation est toutefois
très inégale, avec 72 % pour les États-Unis et le Canada, environ
22 % en Europe et Russie, 3 % en Amérique latine, 2 % pour l'Asie,
l'Afrique étant marginale. Plus d'une soixantaine d'espèces diffé-
rentes ont été concernées, évidemment de manière très inégale en
fonction de leur intérêt agronomique. En faisant référence à la situa-
tion qui prévalait aux États-Unis, il s'agissait: du maïs pour 44 % des
essais; de la tomate, la pomme de terre et le soja pour 11-12 % cha-
cun ; du colza, betterave à sucre, tabac, cucurbitacées diverses pour
quelques pour cent chacune.
Les caractères agronomiques introduits concernent la tolérance à
divers herbicides (30 % des essais), la résistance aux insectes (24 %),
aux virus (l0 %) ou aux champignons (4 %), la qualité du produit
(21 %) ou encore des propriétés agronomiques (4 %). Par rapport à
cette relative diversité des facteurs introduits dans les plantes trans-
géniques en expérimentation, on constatera ci-dessous qu'elle n'est
pas le reflet direct des produits ultérieurement commercialisés.
1 Consulter: C. James, 1999. Global status of transgenic crops in 1999.
Isaaa briels. n° 5 Isaaa : Ithaca, New York, 31 p.
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1Commercialisation
des plantes transgéniques
La commercialisation des plantes transgéniques a réellement débuté
en 1996, passant d'environ 1,7 millions d'ha cullivés à près de
40 millions au cours de l'année 1999. Ce sont essentiellement les
États-Unis et le Canada qui sont concernés, mais on remarque par-
ticulièrementl'émergence de l'Argentine. L'Europe, suite aux nom-
breux débats toujours en cours, ne cultive pas encore de plantes
transgéniques à grande échelle. La situation pour l'année 2000 n'est
pas connue, il est possible que l'on assiste à la fin de celle phase
exponentielle, les fermiers américains ne trouvant plus d'intérêt à ce
type de culture si elle leur ferme la porte des marchés à l'exporta-
tion, notamment vers J'Europe.
1 Tableau 1
Surlaces cultivées par pays
en plantes transgéniques (millions ha).
Source: C. James, Isaaa, 1999.
Pays 1996 1997 1998 1999
USA 1,5 8,1 20,5 28,7
Argentine 0,1 1,4 4,3 6,7
Canada 0,1 1.3 2,8 4.0
Chine ? ? < 0,1 0,3
Australie - 0,1 0,1
Afrique du Sud < 0,1 0,1
Tolal 1,7 11,0 27,8 39,9
Il y a deux ans, le recensement faisait état de 48 produits commer-
cialisés, représentant 12 espèces différentes et appartenant à 21 com-
pagnies privées. Les deux seuls produits issus d'établissements
publics étaient un lin résistant à un herbicide, la sulfonylurée, obtenu
par l'université de Saskatchewan au Canada et une papaye résistante
au ring spot virus créée à l'université d'Hawaï.
Les espèces transgéniques cultivées au cours des deux dernières
années sont présentées sur le tableau 3, et on constate, pour certains
pays, la part importante qu'elles ont prises sur les surfaces culti vées.
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1998 % 1999 % Progression (%) % surfaces
cultivées
Soja 14,5 52 21,6 54 48 50% USA
90 % Argentine
Maïs 8,3 30 11,1 28 34 33 % USA
Coton 2,5 9 3,7 9 48 55 % USA
Colza 2,4 9 3,4 9 42 62 % Canada
Pomme de terre,
courges,
<0,1 < 1 <0,1 < 1
courgettes,
melons, papaye
Total 27,8 39,9 43
1Tableau 2
Surfaces cul1ivées en plantes lransgéniques (millions ha).
Source: C. James, Isaaa, 1999
1998 % 1999 %
Tolérance aux herbicides 19,8 71 28,1 71
Résistance aux insectes (Bt) 7,7 28 8,9 22
Résistance insecteslherbicides 0,3 1 2,9 7
Résistances viruslau1res < 0,1 < 1 < 0,1 < 1
Total 27,8 39,9
1Tableau 3
Caractères introduits dans les plantes transgéniques cultivées
(millions ha). Source: C. James, ISM, 1999.
Quant aux caractères introduits, le panel est essentiellement réduit
à la tolérance aux herbicides et/ou la résistance aux insectes
(presque exclusivement à partir des gènes codant pour des toxines à
propriétés insecticides provenant d'une bactérie du sol, Bacillus
rhuringiensis).
En termes de commercialisation, il existe également un très gros
écart entre les pays développés et ceux en développement. En
incluant l'Argentine, qui intervient pour 6,7 millions d'ha de soja
sous la rubrique d'un PED, ils contribuent pour 18 % de la produc-
tion. Cette valeur ne serait que de 1 % si on excluait ce pays. Au
total, les surfaces cultivées sont passées de 27,8 millions d'ha en
1998 à près de 40 millions d'ha en 1999.
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Les grands acteurs
des plantes de demain
Les grands acteurs, notamment pour les plantes transgéniques, sont indé-
niablement les entreprises d'agrochimie. Elles se partagent actuellement
le marché des produits phytosanitaires (30 milliards de dollars par an), tan-
dis qu'un dirigeant de l'une de ces multinationales estime que la maîtrise
du génome végétal ouvrirait un marché d'environ 500 milliards de dollars.
Leur stratégie est claire et consiste à procéder au rachat de sociétés de
recherche en biotechnologies, d'une part, afin d'identifier, cloner, séquencer
et transférer des gènes brevetés et, d'autre part, de sociétés semencières, afin
de disposer, conune support de la transformation génétique, des meilleures
variétés et d'un vecteur commercial des futures plantes transformées.
On a vu en effet, grâce à l'exemple de la tomate dite « F1avr-Savr» de la
société Calgene,« qu'il n'y a pas de bon gène sur une mauvaise variété ».
Cette tomate a finalement été délaissée par le marché américain en rai-
son non pas des qualités apportées par le gène de retard à la maturité,
mais tout simplement du fait de qualités gustatives médiocres inhérentes
à la variété elle-même, avant le processus de transformation génétique.
Par le biais d'acquisitions, de fusions et d'alliances, on constate ainsi
l'émergence de quelques grands groupes agro-chimiques mondiaux
montrant cette évolution entre fin 1995 et fin 1999. Au cours du prin-
temps 2000, Pharrnacia-Upjohn et Monsanto ont constitué le groupe
Pharmacia, tandis que Dupont et Pioneer s'alliaient entre eux.
1Les plantes transgéniques
de seconde génération
La résistance aux pathogènes
Malgré des essais en champ multiples, des plantes résistantes ou
tolérantes à divers pathogènes (virus, champignons, bactéries,
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nématodes) n'ont pas encore franchi le stade de la commercialisa-
tion. Ce sont pourtant celles-ci qui sont désonnais attendues, quel
que soit le contexte qui entoure actuellement la diffusion des plantes
transgéniques.
La transformation des produits
Jusqu'à présent, sur l'ensemble des plantes transgéniques cultivées,
le consommateur n'a pas perçu un quelconque avantage pouvant
modifier sa propre perception quant à l'intérêt de cette nouvelle
technologie. Mais, les laboratoires ont en préparation des plantes
susceptibles d'offrir des produits avec des qualités nouvelles et ori-
ginales, comme par exemple:
- des chips enrichis en amidons, améliorant ainsi le procédé de friture ;
- de l'huile de colza « équivalente» à l'huile de palme, ou de l'huile
de soja « équivalente» (en tennes de composition en acides gras) à
l'huile d'olive. On peut ainsi noter que des productions oléagi-
neuses de pays tempérés pourraient concurrencer à tenne des pro-
ductions de pays tropicaux ou méditerranéens;
- des fruits survitaminés ;
- des betteraves plus riches en sucre ou en fructane, avec là encore
la possibilité d'une concurrence (déjà en cours d'ailleurs) avec le
sucre de canne.
Des exemples concrets ou potentiels, encore plus significatifs, sont
apparus dans la littérature récemment. Le plus parlant est celui du
riz jaune (Golden Rice) obtenu grâce à 7 années de recherche
conjointe de l'École polytechnique fédérale de Zurich en Suisse et
de l'université de Fribourg en Allemagne. Environ 400 millions de
personnes, dont l'alimentation est basée presque exclusivement sur
la consommation de riz, souffrent actuellement d'avitaminose de la
vitamine A, laquelle entraîne de graves problèmes de cécité. Cette
collaboration scientifique a permis « d'introduire dans le riz une
batterie de gènes codant des enzymes capables d'effectuer la
conversion d'un substrat contenu naturellement dans le riz, le gera-
ny1gerany1 pyrophosphate, en fi-carotène précurseur chez l' homme
de la vitamine A » (Leroy, 1999). Des promoteurs spécifiques cir-
conscrivent cette synthèse aux seuls grains de riz. Trois gènes sup-
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plémentaires ont augmenté la rétention du fer par les grains, le ren-
dant mieux assimilable par l'organisme (les insuffisances en fer tou-
chent près de 4 milliards d'humains et sont à l'origine d'anémies).
Quelques années sont encore nécessaires pour transférer ces carac-
téristiques à des variétés adaptées aux conditions locales.
Grâce à une thioestérase dont on a modifié la séquence, on a trans-
fonné génétiquement le colza pour lui faire produire jusqu'à 20 %
d'acide stéarique par rapport aux acides gras totaux, contre seule-
ment 2 à 3 % dans une variété non transformée. Le stéarate contenu
majoritairement dans la margarine est obtenu jusqu'à présent par un
processus d'hydrogénation de l'huile de palme ou de tournesol,
mais outre son coût, ce procédé génère des acides gras dits « trans »
soupçonnés d'être impliqués dans l'apparition de maladies corona-
riennes. La transgenèse pourrait ainsi offrir des avantages tant
financiers que du point de vue santé (Guillaume, 1999).
Toujours sur Je colza, il a été observé que des copies supplémen-
taires d'un gène codant l'enzyme de la dernière étape de la synthèse
biochimique de l'huile, penneltraient d'en augmenter la teneur dans
les graines jusqu'à 75 % de leur poids contre seulement 43 % dans
les variétés actuelles. Mais, cette huile pourrait aussi servir de bio-
carburant: la société Calgene (filiale de Monsanto) a obtenu des
graines d'un colza plus riches en acides gras à chaîne courte et
dépourvues de doubles liaisons, fournissant ainsi une huile à indice
d'octane plus élevé proche du gazole (Murphy, 1999).
Ce ne sont là que quelques exemples des possibilités offertes par la
trangenèse pour modifier la composition de produits végétaux.
« Plant pharming » et plantes vaccins
Des plantes transgéniques peuvent pennettre la production de molé-
cules thérapeutiques ou vaccinales. Dans le premier cas, on s'af-
franchit ainsi du risque lié à des prélèvements de sang
éventuellement contaminé. Mis en œuvre essentiellement chez le
tabac, on a obtenu de la lipase gastrique pour la lutte contre la
mucoviscidose, de l'albumine humaine, des facteurs sanguins VIII
et IX, de la glucocérébrosidase (d'un prix courant très élevé) contre
la rarissime maladie de Gaucher, etc.
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Les plantes vaccins ont d'emblée connu un large succès médiatique,
il est vrai que l'enjeu en vaut la peine. Mais les essais cliniques
d'une banane prévenant la diarrhée due à l'entérotoxine
d'Escherichia coli n'ont pas débuté. Par contre, la pomme de terre
crue a été testée chez l'homme contre la même entérotoxine, ainsi
que contre la gastro-entérite due au virus de Norwalk. Cette même
plante pourrait immuniser contre le choléra et l'hépatite B. Le maïs
a été transformé avec un antigène du virus de la gastro-entérite por-
cine, la laitue pour lutter contre l'hépatite B, etc. (Andersenn et al.,
1999). II reste toutefois une incertitude sur l'immunogénicité de ces
molécules recombinées qui n'a pas été évaluée, sachant que de
modifications post-traductionnelles peuvent intervenir lors de la
synthèse de ces protéines, modifications différentes selon que l'on
s'adresse à un modèle animal ou végétal.
Caractères agronomiques
Là encore, de nouvelles voies de recherche prometteuses sont
ouvertes. Ainsi ont été identifié:
- chez le choux fourrager, le gène supprimant l'autofécondation,
dont on voit tout l'intérêt pour la production de lignées hybrides;
- chez Arabidopsis thaliana, deux gènes supprimant l'ouverture de
la silique. Ils pourraient, transférés chez le colza, empêcher les
pertes dues à l'ouverture des cosses qui représentent 10 à 20 % de
la récolte chez cette espèce;
- chez A. lhaliana, un gène conférant une relative insensibilité aux
gibberellines a été isolé, d'où une taille réduite, attestée lors de son
transfert chez le riz. Or, le nanisme (on l'a vu dans le cas des varié-
tés créées lors de la révolution verte) va souvent de pair avec un
accroissement de la production de grain chez les céréales;
- chez A. thaliana, la surexpression d'un gène a permis à ces plantes
transgéniques une meilleure tolérance au sel que les plantes sauvages;
- A. thaliana a aussi été transformé avec deux gènes de bactéries
capables de survivre dans un environnement pollué par le mercure.
La plante s'est alors montrée capable d'extraire les organomercu-
riels du sol avec une efficacité remarquable, 50 fois supérieure à
celle des arabettes sauvages. Chez les bactéries, les organomercu-
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riels sont convertis en mercure élémentaire, beaucoup moins
toxique et volatil dans l'atmosphère. C'est donc une voie de
recherche parmi toutes celles envisagées pour contribuer à la pro-
tection de l'environnement;
- chez le riz, plante dite en C3, dont le rendement photosynthétique
est inférieur à celui d'autres plantes tropicales dites en C4 comme le
ma:is ou le sorgho, on a modifié la voie de fixation du CO2. Trois
enzymes sont responsables chez ces dernières de la synthèse du
malate, elles existent chez le riz mais à un niveau naturel d'expres-
sion très faible. La transformation du riz par l'un ou l'autre des
gènes codant ces enzymes a, selon le cas, augmenté le rendement de
10 à 35 % par une fixation accrue du CO2.
Ces exemples, parmi tant d'autres, ont essentiellement été extraits
de divers numéros récents de la revue Biofutur.
1Biotechnologies
et pays en développement
La révolution verte a pennis de doubler les rendements en maïs, riz et
blé, grâce à l'apport conjoint de plusieurs facteurs: des variétés amé-
liorées, notamment par une taille réduite favorisant les parties fructi-
fères au détriment des parties végétatives; l'apport d'intrants, engrais
et pesticides, mais générant en retour des problèmes de pollution de
l'environnement; des systèmes d'irrigation intense demandant une
forte disponibilité en eau ; un aménagement des cultures.
Toutefois, avec le recul, force est de constater que cette révolution
verte a été restreinte à certains pays en développement, notamment
asiatiques, mais que d'autres régions tropicales, comme l'Afrique,
n'en ont pas été bénéficiaires. Dans le nouveau concept de la révo-
lution doublement verte, les biotechnologies se devront d'être inté-
grées sous divers aspects: par l'utilisation de variétés résistantes à
divers ravageurs et pathogènes; par l'augmentation des rendements
et nous avons vu précédemment quelques exemples de piste en
cours d'exploration; par la possibilité d'effectuer des semis sur des
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sols dégradés; par l'utilisation de variétés tolérantes à la sécheresse
et à la salinité des sols ; par la possibilité de pouvoir fixer l'azote
atmosphérique et de réduire ainsi les apports de fertilisants.
Pour les deux premiers aspects évoqués, on peut raisonnablement
espérer à court-moyen terme disposer de telles variétés. Ce n'est cer-
tainement pas le cas pour les autres possibilités, sinon à moyen-long
terme car de telles plantes, certainement transgéniques, seront beau-
coup plus difficiles à obtenir du fait de la complexité des mécanismes
enjeu, mais aussi du fait qu'elles ne sont pas l'objet d'une intensité de
recherche comparable. Le problème de l'accès des pays en développe-
ment aux biotechnologies en général et aux plantes transgéniques en
particulier, est fort complexe. On lira avec profit un article de Andersen
et al. (2000) intitulé: « Les biotechnologies au secours du Sud? ».
Sans clore le moins du monde ce chapitre, objet d'intenses débats
actuellement, nous signalerons simplement que les biotechnologies,
mises en œuvre ou en projet dans les pays développés, sont déjà une
source d'instabilité potentielle, car susceptibles de remplacer des
productions « traditionnelles» du Sud. On l'a vu précédemment
avec l'huile de colza ou la betterave à sucre, mais les biotechnolo-
gies peuvent désormais entrer en concurrence avec des pesticides
d'origine végétale.
Azadirachta indica (neem) est une plante utilisée comme pesticide
par les fermiers indiens, elle produit notamment deux principes
actifs, l'azadirachtine et l'azatine. Plus d'une cinquantaine de bre-
vets américains et européens ont été déposés sur le neem.
Chrysanthemum cinerariaefolium fournit les pyréthrines, qui pour-
raient désormais être produites par des levures recombinées. Or, ce
sont actuellement 40 000 fermiers kenyans qui assurent 60 % de la
production mondiale.
1Le débat sur les plantes transgéniques
Il est en cours, on en ignore l'issue, il est classiquement posé en
4 termes avec pour chacun des opposants et des partisans.
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Éthique
La transgenèse entraîne une modification durable du patrimoine
génétique d'une espèce. S'il est vrai que l'on peut désormais ajouter
une séquence quelconque prise parmi l'ensemble des êtres vivants,
on ne dispose pas d'un mécanisme susceptible de s'en « débarras-
ser» ultérieurement. D'un autre côté, il faut admettre que c'est un
outil puissant d'amélioration variétale dont les possibilités n'ont
même actuellement été explorées que d'une manière très partielle.
Santé
De nombreux débats sont toujours en cours sur les risques d'aller-
gies qui pourraient se manifester lors de l'ingestion d'aliments obte-
nus à partir de plantes transgéniques.
Dans le même ordre d'idée, la transformation génétique demande la
présence dans la construction d'un gène de sélection, résistance à un
herbicide ou à un antibiotique. Sur ce dernier point, de nombreux
articles ont été rédigés et l'application du principe de précaution
oriente désormais les recherches vers des systèmes alternatifs de
sélection des cellules végétales transformées. Par exemple, l'utilisa-
tion d'un gène d'une hormone de croissance de la plante, une cyto-
kinine, qui doit de plus être activé par l'ajout dans le mjjjeu de
culture d'une molécule chimique, la dexaméthasone (Kundel el al.,
2000). Les partisans avancent l'ingestion journalière de gènes, ce que
le public ne réalise pas vraiment, mais la réticence provient surtout
de la présence de gènes, microbiens par exemple, au sein de plantes
transformées, alors qu'elles en étaient auparavant dépourvues.
L'universalité du code génétique autorise en effet des transgres-
sions, y compris entre règnes animal et végétal, susceptibles de
heurter des sensibilités liées à des habitudes alimentaires (notam-
ment pour des populations à majorité végétariennes, comme les
Indiens). Il paraît toutefois important de signaler que la transgenèse
permet désormais d'introduire une séquence parfaitement identi-
fiée, alors que lors de l'amélioration classique à partir d'hybrida-
tions suivies d'un certain nombre de croisements de retour, le
sélectionneur n'est pas à même de connaître les « séquences rési-
duelles » qui subsistent dans la nouvelle variété.
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Environnement
Par le biais du pollen, le transgène est susceptible de se disséminer
notamment vers des espèces apparentées (les études sont particuliè-
rement conduites entre le colza et la ravenelle, la moutarde noire,
etc., notamment à l'Inra).
Des chercheurs de l'université d'Auburn (Texas) sont parvenus à
transformer avec un gène de résistance au glyphosate des chloro-
plastes de tabac, organites absents du pollen. Plus récemment
(Staub, 2000), c'est le gène de la somatotropine, hormone humaine,
qui a été inséré dans les chloroplastes de tabac par une équipe de
Monsanto, avec une production de protéines 300 fois supérieure à
celle obtenue par la transformation du génome nucléaire. Cette nou-
velle génération de plantes transgénique pourrait se révéler plus
sûre pour l'environnement.
En outre, les partisans espèrent que les plantes transgéniques auto-
riseront une diminution des épandages de pesticides, tout en aug-
mentant les rendements (et la qualité des produits) sans apports
excessifs d'intrants.
Sécurité alimentaire
Considéré ici dans le sens de l'approvisionnement en quantité et en
qualité alimentaire, les plantes transgéniques risquent d'augmenter
la dépendance des pays en développement, tout en contribuant à la
diminution actuelle du panel variétal. Mais, il faudra pourtant arri-
ver à concilier la croissance démographique et la baisse des surfaces
cultivables.
En conclusion, chacun s'accorde sur le fait que les pays en déve-
loppement devraient être les premiers bénéficiaires des biotechno-
logies et plus particulièrement de la seconde génération de plantes
transgéniques en préparation dans les laboratoires. Mais, tout se
jouera sur la réussite de la coopération entre partenaires publics et
privés, ces derniers détenant les clés sous forme de brevets (à titre
d'exemple, il en existe plus de 500 sur l'utilisation des gènes et
toxines insecticides de la bactérie Bacillus thuringiensis).
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De la transformation
multigénique à la génomique
fonctionnelle
A. de Kochko1
La possibilité de contrôler l'intégration, l'expression et la transmis-
sion de plusieurs transgènes, est une condition nécessaire pour
intervenir sur des voies métaboliques complexes ou des caractères
agronomiques intéressants souvent déterminés par plusieurs gènes.
La transformation multigénique, en dehors de son potentiel d'utili-
sation en amélioration des plantes, constitue également un extraor-
dinaire outil pour l'étude de la régulation de l'expression génique.
La transformation multigénique a montré qu'il est possible d'inté-
grer d'importantes quantités d'AON sans perturber de façon notable
le comportement de la plante hôte. II est donc aussi possible d'in-
troduire de grands fragments d'ADN comme des cosmides ou des
BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) et certainement aussi des
YAC (Yeast Artificial Chromosomes), donnant ainsi une possibilité
nouvelle à l'identification des gènes. Nous reportons ici quelques
tentatives et applications qui ont déjà été réalisées en utilisant la
propriété des génomes de plantes à pouvoir intégrer d'importantes
quantités de matériels génétiques exogènes.
Dans une première expérience, destinée à tester la possibilité et les
limites de la transformation multigénique (Chen et al. 1998), cent
vingt-cinq plants de riz transformés indépendarrunent avec 14 plas-
mides différents ont été régénérés après co-transformation par bio-
1 IRD, GeneTrop, BP 5045, Montpellier cedex 1, France.
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listique de tissus embryogènes, cals et suspensions cellulaires. Une
analyse par PCR, utilisant des amorces spécifiques à chaque gène,
a montré que plus de 85 % des plantes TO avaient intégré plus de
deux gènes différents et 17 % de ces plantes contenaient plus de
9 transgènes. La plupart des plantes présentaient un phénotype nor-
mal en serre (hauteur, nombre de talles ... ) et 63 % donnèrent des
graines viables. L'efficacité de la transformation multigénique était
corrélée à la proportion de plasmides présents dans le mélange
introduit par rapport au plasmide portant le marqueur de sélection,
un gène de résistance à l'hygromycine. Tous les gènes avaient la
même probabilité d'être intégrés, indiquant que la nature de la
séquence concernée n'intervenait pas. Trois lignées, contenant res-
pectivement II, 10 et 9 gènes différents, ont été analysées plus en
détail jusqu'à la génération T3. L'intégration des différents trans-
gènes avait lieu principalement à un seul locus, rarement deux, et
chaque locus ségrégeait de façon mendélienne 3: 1. La co-expres-
sion de quatre gènes rapporteurs (uidA, bar, lue et hph) a été suivie
sur trois générations. Il est intéressant de noter que très peu de
« silencing » a été observé malgré l'utilisation de seulement deux
promoteurs différents dans la totalité des constructions géniques et
de vecteurs pratiquement identiques. Une seule plante en T2 a pré-
senté l'extinction de l'activité d'un seul transgène. Cette expérience
a montré qu'il était possible d'intégrer, et exprimer, une quantité
assez importante de matériel génétique exogène dans le génome du
riz sans pour autant entraîner de modifications physiologiques
notables de la plante réceptrice.
Dans une deuxième expérience (Sivamani et al. 1999), la propriété
de pouvoir intégrer et exprimer plusieurs gènes a été utilisée pour
transformer du riz avec les trois gènes des protéines de capsides du
virus sphérique du tungro du riz (RTSV) et un marqueur de sélec-
tion. Ce virus, qui sévit dans certains champs de riz en Asie du Sud-
Est, constitue un modèle très intéressant car il ne provoque une
épidémie que lorsqu'il est associé à un autre virus totalement diffé-
rent, le virus bacilliforme du tungro du riz (RTBV). Des plantes
exprimant ces trois gènes de capside du RTSV ont montré une résis-
tance accrue à ce virus.
Par ailleurs, nos estimations, grâce à des analyses de type « ADN-
blotting » (Southern), ont montré qu'au moins 130 kb et certaine-
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ment jusqu'à plus de 300 kb, ce qui correspond à la taille d'un BAC,
pouvaient être intégrés en un seul locus dans le génome du riz. Il
apparaît donc possible de pouvoir transformer une plante avec ce
type de matériel et d'étudier l'expression des gènes portés par ces
constructions. Cette propriété avait déjà été utilisée dans une troi-
sième expérience (Song et al. 1995) qui a consisté à transformer du
riz avec un cosmide de 45 kb sur lequel était présent le gène Xa21
de résistance à Xanthomonas oryzae, une bactérie pathogène du riz,
gène identifié chez l'espèce sauvage Oryza longistaminata. En tes-
tant les plantes transformées avec ce cosmide pour leur comporte-
ment vis-à-vis de l'infection bactérienne et en analysant le fragment
de cosmide qui avait été intégré dans le génome des plantes résis-
tantes, il a été possible de localiser avec précision le gène Xa21 sur
le cosmide et de l'isoler. Depuis, ce gène a été très fréquemment uti-
lisé pour transformer des variétés élites de riz dans de nombreux
laboratoires à travers le monde.
Une quatrième expérience enfin (Gandikota et al. 2001) a fait inter-
venir en co-transformation 3 gènes venant du maïs ; un gène de
structure codant pour la chaIcone synthase et deux gènes, régula-
teurs de la chaîne de biosynthèse de l'anthocyanine et dont le pro-
duit s'apparente à des transfacteurs intervenant dans la régulation
de la transcription. Ces trois gènes présents ensembles ne semblent
pas induire plus de modifications que l'introduction seule du gène
de structure, qui se traduit par l'apparition d'un pigment rouge sur
les cals transgéniques et les jeunes plants transformés. En revanche,
si les deux gènes régulateurs sont introduits seuls, aucun effet n'est
observé. li semblerait que dans la variété de riz utilisée, Taipei 309
(japonica), la chaîne de biosynthèse de l'anthocyanine soit bloquée
au niveau du gène de structure de la chalcone synthase, présent mais
sans doute inactif. Il n'est pas possible d'exclure l'inefficacité des
gènes régulateurs du maïs chez le de riz. Ceci serait peu probable
car ils sont efficaces aussi bien chez Arabidopsis que chez le tabac
plus éloignées phylogénétiquement du maïs que le riz.
Un succès de la transformation multigénique est la production du
« Golden Rice » (Ye et al., 2000). Ce riz, de couleur jaune, synthé-
tise de la provitamine A, oligo-élément nécessaire à la diète
humaine dont la carence entraîne plusieurs troubles de la santé dont
l'un des plus graves est la cécité. Ce riz résulte de l'introduction
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dans le génome du riz, via Agrobacterium tumefaciens, de deux
gènes de la chaîne de biosynthèse du ~-carotène : ceux de la lyco-
pène beta-cyclase (psy du narcisse) et de la phytoène désaturase
(crt] de Erwinia uredovora) ainsi que le marqueur de sélection.
Finalement, une autre application possible de la transformation
multigénique présentant de très intéressantes perspectives agrono-
miques, concerne des expériences tendant à transformer le riz,
plante en C3, en plante en C4 par l'introduction de gènes du maïs
impliqués dans la biosynthèse des sucres (Matsuoka et al., 1998 ;
Ku et al., 1999). Pour le moment, ces expériences consistent à intro-
duire ces gènes un par un. Ainsi, les gènes du maïs codant pour la
pyruvate orthophosphate dikinase (PDK) et la phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC) ont été introduits dans le riz. Les plantes trans-
géniques montrent une activité accrue de la photosynthèse et une
meilleure utilisation du CO2 atmosphérique ce qui laisse présager
une augmentation importante du rendement.
En conclusion, toutes les expériences décrites ici sommairement et
dont la liste est loin d'être exhaustive, donnent un aperçu des possi-
bilités nouvelles qu'offre la transgénèse, via la transformation mul-
tigénique ou par l'introduction de grands fragments d'ADN. Cette
avancée aura indéniablement des répercussions non seulement dans
l'amélioration des plantes mais aussi pour les études de génomique
fonctionnelle.
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Apports futurs
de la bioinformatique
E. Rivals1
Ilntroduction
Avec le séquençage complet de plusieurs dizaines de génomes, la
biologie a entamé l'ère dite « post-génomique ». En outre, les
méthodes de mesure d'expression du transcriptome et du protéome
pennettent de relier l'information statique du génome à la dyna-
mique de l'activité métabolique. Le biologiste peut donc obtenir les
séquences d'ensembles complexes de gènes et des descriptions
dynamiques de leur activité en grande quantité.
Si ces infonnations augurent d'un profond changement dans la bio-
logie, de par leur abondance, leur diversité et la complexité des rela-
tions qu'elles décrivent, elles requièrent pour leur analyse de
nouvelles méthodes infonnatiques. D'où, l'interaction croissante de
la biologie et de l'infonnatique, nommée bioinformatique.
La bioinfonnatique a jusqu'à présent trouvé deux utilités princi-
pales : 1) l'organisation de connaissances biologiques dans des
bases de séquences (EMBL, Genbank, etc.) ; 2) l'analyse d'une
nouvelle séquence par alignement avec les séquences existantes
(Blast, Fasta, etc.) Aujourd'hui, la bioinfonnatique peut apporter
une aide plus importante à la recherche biologique:
1 Équipe .. Mélhodes et algorilhmes pour l'analyse de séquences ",
département IFA, Lirmm, 161, rue Ada, 34392 Montpellier cedex 5,
France.
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- dans l'analyse automatique d'un génome, c.a.d. d'un grand
groupe de séquences en tant qu'ensemble (ex. de la génomique
comparative) ;
- dans )' étude des relations complexes entre objets biologiques,
comme les interactions au sein d'une population, les réseaux méta-
boliques, les cascades transcriptionnelles. L'étude formelle de sys-
tèmes complexes tels que les réseaux, les graphes, qui sont des
domaines de recherche anciens en informatique peut aider à com-
prendre les propriétés intrinsèques de ces organisations biologiques;
- à la vérification objective et systématique d'hypothèses biolo-
giques exprimées par un critère informatique ou mathématique, et
ce sur de grands ensembles de données.
Dans les trois prochaines sections, nous illustrons ces aspects par
les exemples de la génomique comparative, de la recherche à
grande échelle de sites de régulation et de la détection de répétitions
en tandem.
1Génomique comparative
Lorsque pour une espèce il est possible de prédire de manière fiable
tous ses gènes à partir de la séquence des chromosomes, l'obtention
du génome complet donne accès à l'ensemble de tous les gènes de
l'espèce. Cela s'avère être le cas pour les génomes de procaryotes.
À partir de maintenant, je nommerai génome l'ensemble de tous les
gènes d'une espèce pour le distinguer de la séquence complète de
tous les chromosomes.
On peut alors étudier l'ensemble des gènes en correspondance avec
l'ensemble des phénotypes ou fonctions d'une espèce. En considé-
rant la nature d'ensemble du génome, on peut appliquer des opé-
rations de comparaisons d'ensembles : intersection, différence,
union, à des paires, triplets, n-uplets de génomes. Dans le cas d'une
intersection de génomes, on corrèle l'ensemble des gènes com-
muns aux deux espèces avec les phénotypes qu'elles partagent. Ce
genre d'expériences « in silico » peut être qualifié de génomique
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comparative. Ce même type de raisonnement mathématique simple
est pratiqué lorsque d'aucun tente de cerner l'ensemble minimal
des gènes nécessaires à la vie. Dans ce cas, la vie est considérée
comme l'intersection de ce qui caractérise toutes les espèces. Le
travail de Huynen et Bork (1998) montre qu'en raffinant ce raison-
nement, la génomique comparative peut aider à la prédiction fonc-
tionnelle des gènes.
Huynen et Bork (1998) l'ont appliqué à neuf génomes d'archéobac-
téries et de bactéries: Haemophilus influenzae (Hi), Helicobacter
pylori (Hp), Escherichia coli (Ec), Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma pneumoniae, Synechocystis sp., Methanococcus jan-
naschi, Methanobacterium thermoautotrophicum. Bacillus subtilis.
Pour cela, ils ont comparé deux à deux toutes les séquences de pro-
téines d'une espèce avec celles de chaque autre espèce. Ce type de
traitement informatique nommé comparaison « tous contre tous »
d'ensembles de séquences devient de plus en plus courant et
requiert la conception de nouveaux algorithmes pour une exécution
rapide. La génomique comparative a par là stimulé la recherche en
infonnatique « pure », comme en témoigne le travail sur ce sujet de
Burkhard et al. (1999).
Afin de déterminer les protéines communes entre ces espèces, les
auteurs ont considéré la protéine p du génome G comme orthologue
à la protéine p' du génome G' si la similarité entre p et p' est signi-
ficative et s'étend sur au moins 60 % de la séquence de p ou p', et
si cette similarité est maximale par rapport à celle de toute autre
paire (p, q') ou (q, p') où q, q' sont des protéines de G, G' respecti-
vement. Ensuite, ils ont pu effectuer des comparaisons entre
génomes, comme les comparaisons multiples entre H. influenzae
(Hi), H. pylori (Hp) et E. coli (Ec).
Dans la figure 1, les trois génomes sont schématisés par des cercles
respectivement de couleur noire (Hi), gris foncé (Ec) et gris clair
(Hp). Ces cercles se chevauchent et définissent des sous-ensembles :
par exemple la portion à l'extérieur du cercle gris foncé (Ec) et à
l'intérieur des cercles noir et gris clair (Hi et Hp) est noté A.
Mathématiquement, A = (Hi n Hp) \ Ec, c.a.d. l'ensemble des
gènes communs à H. influenzae et H. pylori mais qui n'ont pas d'or-
thologue chez E. coli. Huynen et Bork (1998) ont trouvé que A
contenait majoritairement des facteurs d'interaction avec l' hôte,
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Helicobacter pylori
1Figure 1
Vue schématique de la comparaison de trois génomes:
E. coli, H. pylori et H. influenzae.
plus spécifiquement des facteurs de virulence, des toxines ou des
protéines impliquées dans leur production et encore des protéines
excrétées ou transmenbranaires.
Ceci reflète bien la pathogénicité qui est un trait commun de
H. influenzae et H. pylori, mais pas de E. coli. Les exceptions à
cette règle peuvent aussi se révéler informatives du point de vue
évolutif. La seule protéine métabolique qui appartient à l'en-
semble A, la dehydroquinase type II, est un exemple de déplace-
ment non-orthologue. En effet, la dehydroquinase type 1 d'E. coli
assure la même fonction mais n'est pas l'homologue de la dehy-
droquinase type II.
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La portion B de la figure 1 délimite l'ensemble des gènes qui sont
propres à H. pylari. Outre qu'il est aussi riche en facteurs d'inter-
action, il contient 23 des 27 protéines de l'ilôt de pathogénicité cag.
Cet îlot s'est révélé depuis comme un déterminant de la pathogéni-
cité d'H. pylari (certaines souches l'ont, mais pas d'autres) et
semble contribuer à l'ulcération des tissus et au développement du
cancer gastrique (Figura et Valassina, 1999).
Dans ces exemples, on voit comment des expériences à base d'opé-
rations mathématiques et réalisables automatiquement peuvent
fournir une prédiction de la fonction de protéines pas encore carac-
térisées. L'augmentation du nombre de génomes en jeu dans une
comparaison ou le croisement avec des critères de synténie permet-
tent de raffiner les prédictions. Enfin, notons que ces expériences ne
sont possibles qu'à condition de disposer de l'ensemble exhaustif
des gènes ou protéines des espèces considérées.
Analyse des régions amonts
de gènes d'expression similaires
Les filtres et puces d'expression, ainsi que d'autres techniques, per-
mettent de mesurer des niveaux d'expression absolus ou relatifs
d'un grand ensemble de gènes (Jordan 1998). À partir des résultats
bruts, des méthodes de classifications groupent les gènes ayant le
même « patron» d'expression (par exemple, même courbe de varia-
tion pendant une série de points espacés dans le temps).
Si l'ensemble des gènes inclus dans l'expérience est petit, les
auteurs peuvent analyser ou interpréter les « classes» ainsi obte-
nues à la main. Mais si au contraire, les gènes testés se comptent en
milliers, si les expériences de mesure d'expression peuvent être
qualifiées d'expériences « à haut débit» ou high-throughput en
anglais, alors que fait-on de cette masse de données?
Qui dit classe de gènes co-régulés suggère de chercher dans les
séquences en amont des motifs de régulations. Une possibilité est de
chercher les motifs connus de liaison à l'ADN des facteurs de trans-
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cription. Ainsi ne retrouve-t-on que des sites d'interactions connus si
tant est que les sites soient conservés. Une autre approche est de trou-
ver des nouveaux sites, c.a.d. des portions de séquences conservées
dans les séquences d'une même classe sans pour autant exiger que
celles-ci soient alignables. C'est l'objet d'une classe d'algorithmes
dits de découverte ou d'extraction de motifs. Il existe plusieurs défi-
nitions pour des motifs, mais la plus courante est celle d'une expres-
sion régulière simple (en termes informatiques). Par exemple :
GAYRNNC représente toute séquence commençant par GA, suivis
d'une pyrimidine (Y), d'une purine (R), de deux résidus quelconques
puis d'un C (selon le code IDPAC). C'est l'équivalent des motifs
PROSITE chez les protéines. N est ici un joker ou « wildcard ».
Le problème auquel s'attaquent ces algorithmes est de découvrir un
motif inconnu conservé dans plusieurs séquences. Il ne faut pas les
confondre avec les algorithmes de recherche de motifs (logiciels
Patsearch, Patscan, Findpauem, etc.). Ils reçoivent en entrée l'en-
semble de séquences non alignées et des paramètres qui limitent leur
recherche: taille maximale du motif, nombre maximal de jokers, etc.
Le problème est combinatoirement difficile car non seulement le
motif est inconnu, mais le nombre de séquences dans lequel il doit
apparaître n'est pas donné. Un motif peut être présent seulement dans
un sous-ensemble des séquences en entrée. Dans le cas d'un groupe
de gènes co-régulés ceci est capital car ils ne sont pas tous nécessai-
rement directement contactés par un même facteur de transcription et
sur un même site. Il se peut que certains soient indirectement régulés,
voire des faux positifs dus au bruit dans les mesures d'expression.
Brazma et al. (1998) ont conçu et appliqué un tel algorithme aux
séquences amonts de gènes co-régulés qui furent détectés d'après
les expériences de DeRisi et al. (1997) sur le transcriptome de
levure. DeRisi et al. (1997) ont mesuré les variations cinétiques
d'expression chez la levure pendant le passage métabolique de la
fermentation à la respiration. La série comprend 7 mesures espacées
toute les 2 heures pendant la période de manque en glucose (stress).
Brazma et al. (1998) ont ensuite effectué une classification à partir
des courbes cinétiques codées en binaire. Celle-ci fournit 32 classes
dont la variation d'expression était significative. Pour chaque
classe, ils ont extrait 7 jeux de séquences amonts : de -100 à 0,
de -150 à -50, de -200 à -100, etc. En outre, ils sélectionnèrent
2 jeux de séquences de même longueur aléatoirement dans le
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génome complet et qui servent à établir une « significativité » des
motifs trouvés dans les séquences amonts. Grâce à l'aJgorithme de
Vilo (1998), ils recherchent des motifs tels que ceux évoqués ci-des-
sus avec au plus un joker. La significativité d'un motif est évaluée
par le ratio du nombres d'occurrences dans les séquences de la
classe sur le nombre d'occurrences dans les séquences sélection-
nées aléatoirement dans le génome (avec un terme correcteur).
Pour valider leurs résultats, tous les 50 motifs les plus significatifs
furent comparés aux sites de facteurs de transcription de la base
Transfac (Wingender et al., 2000). De nombreux sites furent retrou-
vés exactement ou approximativement. Par exemple, le motif
CCCCT est classé dans les dix premiers pour 4 classes de gènes
dont l'expression est croissante. Or on sait que ce motif est lié à la
réponse au stress. Pour les 2 classes de gènes dont l'expression
décroît, ils trouvent le site de fixation du facteur RAP 1 qui contrôle
finement la transcription des protéines ribosomaJes. Certains motifs
ne figurent pas dans Transfac, et leur présence parmi les 50 meil-
leurs motifs constitue un argument en faveur de leur rôle de site de
fixation ou de régulation.
Ce genre d'expérimentation est automatique, indépendante de la
technologie de mesure d'expression et du type de phénomène biolo-
gique étudié. Les résultats des prédictions sont bons malgré les pro-
blèmes de bruit dans les mesures. L'étude ne porte que sur les classes
dont la variation d'expression est la plus significative, mais prouve
que ces mesures sont exploitables. Elle illustre le traitement de don-
nées à grande échelle et « en aveugle », c.a.d. sans injonction de
connaissances biologiques particulières. Là aussi, l'algorithmique de
la découverte de motifs est l'objet de recherches en informatique.
1Intérêts des approches mathématiques
ou informatiques formelles
Les approches formelles mathématiques ou informatiques donnent
une autre vision des objets ou systèmes biologiques. Ce n'est pas
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chose nouvelle, mais plutôt importante, car ces approches permet-
tent d'apporter du sens.
Par exemple, les théories de l'information qui forment un champ
d'investigation entre les mathématiques et l'informatique s'intéres-
sent à définir l'information et à la mesurer. Que l'information soit
celle qui circule sur internet ou celle qui permet la signalisation
entre cellules biologiques, elle n'en reste pas moins intrinsèquement
de l'information. Ainsi on a vu des concepts de cette discipline s'ap-
pliquer avec succès en biologie, par exemple pour construire des
consensus de séquences (Mount et al. 1992). L'utilisation de cri-
tères mathématiques objectivise les procédures en biologie (RivaIs
et al. 1996).
Un autre apport de l'informatique provient de ce qu'elle s'occupe
d'étudier les caractéristiques intrinsèques d'objets ou de structures
abstraites: les graphes, les réseaux, les automates, etc. Ce type de
structures existe en biologie: les réseaux métaboliques ou de régu-
lation ont des structures sous-jacentes de graphe (au sens formel
d'un ensemble de noeuds reliés par des arcs). L'application de ces
théories éclaire des données biologiques, comme la fréquence de
colonisation de l'intestin humain par E. coli (Savageau 1998).
Les séquences, les suites finies ou infinies de lettres prises dans un
alphabet donné, constituent une autre classe d'objets fort étudiés en
mathématiques et informatique. Les algorithmes d'assemblage de
séquences, de recherche de motifs ou de comparaison de séquences
(Blast, Fasta, Smith et Waterman) tirent pleinement parti des pro-
priétés combinatoires des séquences. Même des problèmes qui peu-
vent paraître simples en biologie peuvent bénéficier de l'éclairage
d'approches formelles, par exemple la localisation de répétitions en
tandem.
Une répétition en tandem est l'occurrence d'un motif, par ex. CAG,
plusieurs fois de suite côte à côte dans une séquence, les copies
n'étant pas systématiquement identiques. Localiser à l'oeil aussi
bien qu'automatiquement ce type de régularités est en réalité un
problème difficile. La pierre d'achoppement réside dans le taux de
conservation admis entre les copies en fonction de la longueur de la
répétition et étant donné la petite taille de l'alphabet. Cette dernière
pose le problème de la significativité. Plus la séquence est longue,
plus il est probable de trouver une occurrence d'une courte répéti-
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tion en tandem, par ex. CACACACA. Dès lors que signifie la pré-
sence de ce motif dans une séquence d'ADN? Seule la comparai-
son avec des séquences aléatoires peut donner une réponse
objective à cette question. Le taux de conservation s'il est faible a
pour effet de « diminuer» la structure répétitive de la séquence,
d'en rendre floue les limites, voire le motif.
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCTGCAGCAGCTGCAGCAGCTG
CAGTCGCTGCAGCTGCGACAGCTGATT
Les trois séquences ci-dessus illustrent ces remarques: la première
est exactement 9 fois le motif CAG, mais quel est le motif de la
seconde: CAG ou CAGCAGCTG ? Enfin comment déterminer si
la troisième est encore une répétition en tandem ou une séquence
sans structure répétitive? Les définitions biologiques de micro- ou
mini-satellites ne permettent pas d'élucider ces problèmes.
Les approches formelles utilisant des critères combinatoires (toute
suite d'au moins 5 copies d'un motif de longueur comprise entre
3 et 10 pbs avec au plus 3 substitutions, cf. Sagot et Myers, 1998),
statistiques (Benson, 1999) ou informationnel (Rivals et al., 1996,
Delgrange et al., 1999) ont proposé des définitions objectives de
répétition en tandem et permis la conception d'algorithmes capables
de localiser exactement toutes les portions de séquences vérifiant
ces définitions. L'utilisation de ces algorithmes permet de caractéri-
ser précisément les répétitions trouvées et les portions de séquences
considérées par l'algorithme comme n'étant pas répétées en tandem.
Cette qualité ainsi que l'exactitude sont des avantages cruciaux pour
les études biologiques de ce genre de séquences.
Conclusion
Nous espérons que les exemples présentés convaincront le lecteur
de l'intérêt du champ interdisciplinaire qu'est la bioinformatique, et
montrent que ses apports sont aussi pratiques que fondamentaux.
L'accès à de nouveaux niveaux de structures biologiques (génome,
... 73
74 T Des modèles biologiques à J'amélioration des plantes
transcriptome, protéome) augure d'une nouvelle ère d'interaction
entre les deux disciplines où l'application innovante de concepts
formels aidera à la compréhension de ces structures.
À cette présentation prospective, nous voulons apporter quelques
précisions. L'application pertinente des méthodes par un biologiste
et l'interprétation correcte des résultats passent par une connaissance
réelle des caractéristiques de ces méthodes: contexte d'application,
paramètres, signification des résultats, complexité. Cela requiert une
curiosité, un dialogue et une éducation interdisciplinaires.
Les démarches exposées sont conduites par le raisonnement biolo-
gique. Apport bioinformatique ne signifie nullement inutilité de
l'expertise biologique. Au contraire, sans elle, pas d'interprétation
possible.
En résumé, l'interaction interdisciplinaire apporte à l'informatique
de nouvelles problématiques de recherche, et à la biologie la possi-
bilité d'expérimentations« in silico» qui permettent d'étudier d'une
manière innovatrice des objets complexes et leurs interactions.
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,Etude des caractéristiques
du génome du houblon
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1Introduction
Natif de trois continents, Europe, Asie et Amérique, le houblon tiendrait
son nom latin, Humulus lupulus, de Pline qui l'aurait ainsi surnommé
« petit loup» à cause de sa ténacité à se fixer sur n'importe quel sup-
port. Cette plante dioïque grimpante est un membre de la famille des
Cannabinacées. Le geme Humulus compte deux espèces majeures :
Humulus lupulus, épice par excellence des brasseurs, et Humulus japo-
nicus, planté à des fins ornementales (Neve, 1991).
Les souches pérennes des plants de houblon ont une espérance de vie
de 20 à 30 ans. Les variétés européennes possèdent un patrimoine géné-
tique diploïde à 20 chromosomes dont une paire de chromosomes
sexuels différenciant les plants mâles des plants femelles (Neve, 1991).
Seuls les plants femelles, propagés par multiplication végétative, sont
cultivés car ce sont les inflorescences femelles non fécondées aussi
appelées cônes ou strobiles qui font l'objet de la récolte. L'intérêt com-
1 Laboratoire de Phytodiagnostic, EA 1329, ESBS, bd Sébastien Brant,
F-67400 Illkirch, France.
2 CNRS-IBMP, UPR 406, 12, rue du Général Zimmer, F-67084
Strasbourg cedex, France.
3 Cophoudal, 22 rue des Roses, F-67173 Brumath cedex, France.
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mercial de ces cônes réside dans une poudre jaune d'or, la lupuline,
qu'ils produisent à la base de leur bractées. La lupuline est un ensemble
de résines, a-acides aux propriétés amérisantes et ~-acides au pouvoir
bactériostatique, et d'huiles essentielles. La teneur en a-acides déter-
mine le caractère amer ou aromatique de la variété ainsi que la qualité
de la récolte.
La production française de houblon se réalise à plus de 95 % en Alsace,
où une variété population de houblon aromatique fm, le Strisselspalt,
occupe une place prépondérante. Les premières houblonnières sont
apparues en Alsace au début du XIXe siècle. Cette culture a connu de
nombreux aléas liés à l'Histoire mais aussi des périodes florissantes.
Actuellement, les surfaces consacrées aux houblonnières représentent
900 ha environ. On assiste de nos jours à une crise mondiale de sur-
production liée à la tendance de diminution du houblonnage de la bière,
la brasserie restant le client essentiel, presque exclusif. Avec l'appari-
tion des nouveaux procédés industriels, de précieux agent de conserva-
tion qu'il était jadis, le houblon ne sert plus aujourd'hui que par la
saveur unique qu'il confere.
Des propriétés sédatives et hypnogènes, antibiotiques et antifongiques
(Chaumont et Mandin, 1997), apéritives, spasmolytiques et hormo-
nales sont attribuées au houblon depuis le Moyen-Age (Wurm, J985).
Des recherches récentes menées en santé humaine ont fourni des résul-
tats prometteurs quant à une éventuelle activité anticancéreuse de cer-
tains composés du houblon (Honma et al., 1998; Miranda et al., 1999;
Stephan et al., 1998; Stevens et al., 1998; Yasukawa et al., 1995) ainsi
qu'à une activité oestrogénique d'extraits de houblon éventuellement
utile dans le traitement de l'ostéoporose (De Keukeleire et al., 1997 ;
Humfrey, 1998 ; Milligan et al., 1999; Tobe et al., 1997).11 est essen-
tiel de poursuivre ces recherches prometteuses de valorisation alterna-
tive du houblon.
Dans un souci de régénération des houblonnières vieillissantes ainsi
que dans un désir de protection, de pérennisation et d'enrichissement
de la variété de houblon aromatique fin, Strisselspalt, élément du patri-
moine alsacien, il est devenu essentiel de réaliser un typage variétal
hautement discriminant des populations en présence. La détermination
d'une empreinte génétique spécifique du Strisselspalt permettra de
déterminer l'origine de cette variété par l'étude des relations phylogé-
nétiques le liant aux autres variétés aromatiques, de sélectionner des
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plants-mères aux qualités optimales, de réaliser la traçabilité du produit,
de la houblonnière au produit fini, dans le cadre d'un contrôle qualité.
La détennination d'empreintes génétiques individuelles se basera sur
l'étude des microsatellites du génome du houblon. À cette fin, une
banque d'ADN génomique (ADNg) a été construite et criblée pour la
recherche de séquences répétées (GA)n et (GT)O" Plusieurs fragments
d'ADN contenant de tels motifs ont été séquencés et ont permis le des-
sin d'amorces spécifiques utiles pour l'amplification de la région répé-
tée. Des études de type inter-SSR (inter-Single Sequence Repeat), ne
requérant pas une connaissance préalable du génome, ont été menées
en utilisant des amorces de séquence en simple répétition portant deux
bases sélectives en 3', méthode inspirée par Van den Berg (1997).
L'isolement et le séquençage d'une unité ribosomique complète du
génome du houblon ont été réalisés. La région intergénique (1GS) sépa-
rant les séquences codantes des ARN ribosomiques 18 S et 26 S, source
connue de polymorphisme, est ciblée. Pillay et Kenny (1996) ont décrit
deux variants de l'unité ribosomique du houblon. L'ADN ribosornique
porte les gènes codant pour les ARN ribosorniques 18 S, 5,8 S et 26 S
et est organisé en répétitions en tandem, séparées par les IGS très hété-
rogènes. Des études de type RFLP permettent de distinguer les variétés
aromatiques des variétés amères. La présence dans les bases de don-
nées de séquences d'IGS de plusieurs variétés de houblon permet de
déterminer des zones utiles pour une distinction plus fines des variétés.
Enfin, une banque d'ADN complémentaire (ADNe) spécifique de
cônes mâtures a été construite. L'identification d'EST (Expressed
Sequence Tag) contenues dans la banque a été engagée en vue d'une
caractérisation biochimique ultérieure des plants sélectionnés.
1Matériel et méthodes
Protocoles de biologie moléculaire,
matériel et réactifs
Les protocoles classiques utilisés pour ces travaux sont issus de
l'ouvrage: Current Protocols In MolecuJar Biology (Ausubel et al.,
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1998). Les criblages de banques et les analyses de Southern blot uti-
lisent des sondes marquées à la digoxigénine. Leur mise en œuvre
s'appuie sur les matériels et les protocoles de Roche Molecular
Biochemicals, avec utilisation de films X-OMATTM de Kodak pour
la détection des émissions de chimioluminescence. Des électropho-
rèses en gel d'agarose suivies de coloration de l'ADN au bromure
d'éthidium sont réalisées selon des conditions standards pour J'ob-
tention et la visualisation des résultats de PCR. L'appareillage
d'électrophorèse provient de BioRad. La sauvegarde des résultats
s'effectue avec un Biolmager de BioRad. Les enzymes de restric-
tion (E.C.3.1.21.4) ainsi que les marqueurs de taille sont fournis par
New England Biolabs, MBI Fermentas et Quantum. Les produits
chimiques proviennent de Sigma, Merck ou Euromedex. Les réac-
tifs et Je matériel plastique pour la PCR viennent de MBI Fermentas
et de Corning Costar. Le thermocycleur utilisé pour les réactions de
PCR est un GeneAmp 2400 de Perkin-Elmer Biosystems. Les
séquences d'ADN sont résolues par un séquenceur ABI PRISMTM
de Perkin-Elmer Biosystems.
Banque d'ADN génomique
de feuilles de houblon Strisselspalt
Le kit Lambda FixRlXho 1 Partial Fill ln Vector de Stratagene a été
utilisé pour construire la banque, selon les instructions du fournisseur.
Isolement et analyse de microsatellites
Deux sondes, (GA) 10 et (GT)IO' marquées à la digoxigénine
(OI.iGold, Eurogentec) ont été utilisées pour cribler la banque
d'ADN génomique de houblon. Le sous-clonage de fragments por-
teurs de répétitions, après digestion par Sad, a été réalisé dans le
vecteur plasmidique pBR322 (MBI Fermentas). Les analyses de
séquences des sous-clones ainsi que de recombinants d'origine ont
été réalisées. Ces séquences ont permis de dessiner des amorces
spécifiques des régions bordant les motifs répétés (OligoExpress).
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Études de type inter-SSR
Huit amorces de PCR ont été dessinées, selon les travaux de Van
den Berg (1997) :
(GA)s-CT, (GA)s-TC, (GA)s-TT, (GA)s-CC, (GT)s-CA, (GT)s-AC,
(GT)s-AA, (GT)s-CC (OligoExpress). De l'ADN génomique des
variétés de houblon amères Nugget, Magnum et Brewers Gold, et
des variétés aromatiques Select, Tradition et Strisselspalt, a été uti-
lisé comme matrice de PCR. Le matériel végétal nous a été aima-
blement fourni par les producteurs de houblon locaux et collecté
dans plusieurs houblonnières. La purification de l'ADN génomique
a d'abord été réalisée selon un protocole classique mettant en œuvre
un gradient de chlorure de césium. Des kits (DNeasy de Qiagen et
Nucleospin Plant de Macherey-Nagel) utilisés en combinaison avec
un vibrobroyeur MM200û (Retsch, GmbH) ont été adoptés ensuite
pour permettre le traitement d'un grand nombre d'échantillons en
un temps minimum. Des feuilles jeunes et des cônes, séchés ou
congelés à -80 oC, ont été utilisés comme matériel végétal de
départ.
Isolement et étude de l'unité ribosomique
Une sonde hétérologue ADNr de riz (Oryza saliva) marquée à la
digoxigénine a été utilisée pour le criblage de la banque d'ADN
génomique de houblon. Plusieurs recombinants contenant des
séquences ADNr ont été isolés. Le sous-clonage d'un insert ADNr
de 18 kpb dans le vecteur pBR322 a permis la synthèse d'une sonde
ADNr spécifique du houblon, marquée elle aussi à la digoxigénine.
Cette sonde a été mise en œuvre dans des expériences d'hybridation
après digestion d'ADN génomique par différentes enzymes dont
EcoRl et PacI, électrophorèse et Southem blot par capillarité. Les
ADN utilisés sont ceux précédemment cités. Après sous-clonage de
deux fragments EcoRl correspondant à une unité complète, la
séquence de celle-ci a été déterminée (Genome Express, Paris,
France).
Un alignement Clustal W a été réalisé avec les 4 séquences d'IGS
actuellement disponibles dans Genbank, correspondant à un hou-
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blon sauvage japonais, un sauvage nord-américain, un aromatique
Hallertau et au Strisselspalt (AB041023, AB041022, AB04l 021,
AF223066).
Banque d'ADNe spécifique de cônes mâtures
de houblon Strisselspalt
Les ARN totaux ont été extraits à partir de 30 g de bractées de cônes
mâtures selon un protocole classique au phénol-SOS. Des ARN
polyA+ ont été purifiés à l'aide du kit PolyATractR rnRNA Isolation
Systems II (Promega). La banque d'ADNc a été construite avec le
vecteur ZAP Express™ de Stratagene (kits ZAP Express™ cONA
Synthesis et ZAP Express™ cONA GigapackR III Gold Cloning),
selon les protocoles proposés. L'identité des EST séquencées est
recherchée par une session BLAST N sur banque de données non
redondantes de séquences d'acides nucléiques ou BLAST P après
traduction des séquences d'acides nucléiques (serveur http://
blasLgenome.ad.jp).
1Résultats
Banque d'ADN génomique et microsatellites
Banque d'ADN génomique
Le titre de la banque d'ADNg à sa constitution était de 4,7.106
pfu.mL· l . La taille moyenne des inserts étant de 16 kpb, et sachant
que la taille du génome de houblon est de 106 kpb (Polley et al.,
1997), la banque originale représente 75 équivalents génome.
Microsatellites
2.1 ()4 pfu ont été criblées. La fréquence des répétitions de type
(GA)n ou (GT)n (respectivement (TC)n ou (AC)n) est de l'ordre de
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1 séquence microsatellite tous les SO kpb dans le génome du
Strisselspalt, ce qui est en accord avec les données disponibles pour
d'autres plantes. Les motifs (GA)n sont les plus représentés chez le
houblon. Actuellement, 7 couples d'amorces spécifiques ont été
déterminés à partir des séquences obtenues et seront introduits dans
des expériences de type AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism).
,
Etudes inter-SSR
Des études inter-SSR, appliquées à différentes variétés de houblon,
ont pennis de distinguer les variétés amères des variétés aroma-
tiques (fig. 1).
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1Figure 1
Élude inler-SSR, ulilisantl'amorce (GA)a-TI,
appliquée à différentes variétés de houblon: Nugget (Nu),
Magnum (Ma), Brewers Gold (BG), Select (Se), Tradition (Tr),
Strisselspalt (Ss). La flèche indique le doublet qui distingue
les variétés amères des aromatiques.
M : marqueur de taille Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus.
Les profils obtenus avec les variétés amères comportent des bandes
supplémentaires et en particulier un doublet entre 700 et Soo pb, qui
est absent chez les variétés aromatiques. li est possible d'attribuer
au Strisselspalt un profil spécifique qui est issu de la synthèse des
résultats obtenus avec les différentes amorces (tab!. 1).
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Amorces Fragments Ss Hb Tl Sz Se Tr
5' > 3' (pb)
(GA)sn 470 1 1 1 1 1 0
350 1 0 1 1 0 0
(GT)sAA 1350 0 1 1 1 1 0
900 0 1 1 1 1 0
510 0 0 1 1 1 1
(GT)s CC 900 1 1 0 0 0 0
(GA)s CC 1500 0 0 0 0 1 0
1300 0 1 0 1 0 0
190 1 0 0 1 1 1
(GA)a CT 1300 0 1 1 1 1 0
750 1 1 1 1 1 0
120 1 1 1 1 1 0
(GA)a TC 1 200 0 0 1 1 1 1
310 1 0 0 1 1 0
1Tableau 1
Clé de discrimination des variétés aromatiques Strisselspalt (Ss),
Hersbrucker (Hb), Tettnanger (Tt), Saaz (Sz), Select (Se)
et Tradition (Tr) obtenues à partir d'une sélection d'amorces
de motifs répétés.
En appliquant cette méthode à différents plants d'une variété don-
née (fig. 2), les profils individuels sont identiques et permettent de
Pb
3000
1 031
500
M 2 3 4 5 6
1 Figure 2
Étude inter-SSR, utilisant l'amorce (GA)s-TT, appliquée à
des individus Strisselspalt. Les pistes 1 à 3 concernent des
plants âgés et les pistes 4 à 6 concernent des plants régénérés.
M: marqueur de taille Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus.
.1
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valider les résultats. Certaines intensités de bandes varient sans
remettre en cause l'identification. Cette étude ayant porté sur une
population de 50 plants de Strisselspalt, il apparaît que le degré
d'informativité de telles études n'est pas assez élevé pour détecter
un éventuel polymorphisme individuel au sein d'une variété.
Étude de l'unité ribosomique
Ces travaux complètent les résultats publiés par Pillay et Kermy
(1996) et permettent d'explorer une autre source de polymor-
phisme. Après identification et caractérisation de recombinants
issus de la banque d'ADN génomique, la séquence d'une unité
complète a été établie (Genbank, AF223066). Des analyses de type
RFLP, menées d'abord avec EcoRI et une sonde ADNr de riz, ont
confmné les résultats de la distinction possible entre variétés
amères et aromatiques (fig. 3) obtenus précédemment (Pillay et
Kenny, 1996).
Ma Nu Nu Se Se Tr Tr Ma BG BG
1Figure 3
Analyses RFLP réalisées sur variétés amères: Nugget (Nu),
Magnum (Ma), Brewers Gold (BG) et sur variétés aromatiques:
Select (Se) et Tradition (Tr). Les houblons amères se distinguent
de façon évidente par un profil à 3 bandes alors que
les aromatiques n'en présentent que deux.
Une autre étude RFLP a été réalisée en utilisant l'enzyme de res-
triction PacI et une sonde homologue ADNr. Les résultats de cette
analyse permettent de distinguer 4 groupes de variétés selon les pro-
fils obtenus: en plus des groupes amers (2 bandes) et aromatiques
(1 bande), une variété intermédiaire, le Chinook, présente un profil
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différent des deux premiers (2 bandes, dont 1 décalée), et un échan-
tillon de houblon sauvage d'Alsace présente un 4e type de profil
distinct des autres (l bande décalée) (fig. 4).
Nu Ma BG Ch Se Tr Ss Ss Ss Wt
1Figure 4
Analyses RFLP réalisées sur variétés amères: Nugget (Nu),
Magnum (Ma), Brewers Gold (BG), sur variétés aromatiques:
Select (Se), Tradition (Tr) et Strisselspalt (Ss) ainsi que sur une
variété intermédiaire: Chinook (Ch) et sur un houblon sauvage (Wt).
Un alignement a été réalisé entre les 4 séquences d'IGS disponibles
dans Genbank correspondant à un houblon sauvage japonais, à un
houblon sauvage nord-américain, à deux variétés aromatiques,
Hallertau et Strisselspalt. L'arbre de relations phylogénétiques issu
de cet alignement est présenté par la figure 5.
_
_________-{========~H:a~I~le:rt~a~uStrisselspalt
____________ Sauvage japonais
---------------- Sauvage nord-américain
1 Figure 5
Arbre de relations phylogénétiques issu des séquences IGS
disponibles dans Genbank, correspondant à un houblon sauvage
japonais (AB041023), à un houblon sauvage nord-américain
(AB041022), à des variétés de houblon aromatiques,
Hallertau (AB041021) et Strisselspalt (AF223066).
Des zones de grandes divergence existent entre les houblons natifs
de trois continents différents. Les variétés aromatiques présentent
des séquences très proches où subsistent cependant des petites
régions variables. Il serait intéressant de cibler ces zones remar-
quables afin d'affiner les profils spécifiques de chaque variété.
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Banque d'ADNe et analyse d'EST
Banque d'ADNe de cônes mâtures de Strisselspalt
Le nombre de recombinants obtenus à la construction de la banque
est de 8,4.104. Le bruit de fond est de 3,0. /02 phages non recombi-
nants. La taille moyenne des inserts est de 650 pb, l'écart-type est
de 350 pb. La banque est susceptible de contenir des séquences
codant pour des protéines complètes.
Collection d'EST
Une collection de 92 EST est actuellement disponible au labora-
toire. Pour la majorité d'entre-elles, l'identification des protéines
correspondantes a été possible de façon certaine, tandis que d'autres
présentent une forte homologie avec des séquences de protéines de
plantes mais de fonction encore indéterminée à ce jour. La présence
de protéines ribosomales dans la collection reflète ['activité traduc-
tionnelle intense qui a lieu dans les strobiles. Nous disposons de
séquences d'enzymes, utilisables comme sondes métaboliques, de
séquences codant pour des protéines de réponse à un stress, des pro-
téines ubiquitaires, des protéines de structure, des marqueurs de
développement floral, de transcription. Une EST particulière conte-
nant une séquence codant pour une protéine du virus latent du hou-
blon pourrait permettre le développement d'un test de diagnostic,
simple à mettre en œuvre, utilisable par les planteurs eux-mêmes.
Discussion et conclusion
Banque d'ADNg, mierosatellites
et études inter-SSR
Les travaux présentés ici avaient pour but de permettre l'identifica-
tion, par empreinte génétique spécifique, de plants de la variété de
houblon aromatique fin, le Strisselspalt. 11 s'agissait de développer
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une méthode simple, rapide et fiable, basée sur la PCR, permettant
une identification fine et précoce des plants de houblon
Strisselspalt.
Le choix d'une approche basée sur les microsatellites a été déter-
miné par des travaux précédents (Brady et al., 1996). L'utilisation
d'amorces spécifiques en combinaison avec la PCR offre un moyen
économique de criblage d'un grand nombre d'individus à un stade
précoce de leur développement (Polley et al., 1997). Les travaux de
criblage de la banque d'ADNg construite, ainsi que le sous-clonage
de fragments porteurs de microsatellites sont en accord avec les
études menées par Brady et al. (1996). Les résultats obtenus quant
à la présence, la distribution, le polymorphisme et l'informativité
des motifs (GA)n et (GT)n dans le génome du houblon, corroborent
les précédents. Le dessin d'amorces basées sur des séquences
exactes du génome est essentiel (Brady et al., 1996 ; Tsuchiya et al.,
1997). Ces amorces peuvent être utilisées dans des conditions hau-
tement spécifiques qui permettent d'augmenter la fiabilité et la
reproductibilité des résultats. Le sous-clonage des fragments conte-
nant des microsatellites constitue l'étape limitante de ces travaux.
Le séquençage direct des inserts portés par les recombinants posi-
tifs isolés après criblage de la banque d'ADNg a pennis d'obtenir
plus rapidement les informations nécessaires au dessin des amorces
et de détecter d'autres types de répétition susceptibles d'être poly-
morphes. Les études AFLP, réalisées par un laboratoire associé,
incluant les couples d'amorces spécifiques dessinés au laboratoire,
nous renseigneront quant à l'informativité des régions ciblées.
Van den Berg (1997) a inspiré la stratégie inter-SSR développée au
laboratoire. Les résultats concernant une éventuelle distinction des
variétés de houblon semblent prometteurs. Il est d'ores et déjà pos-
sible de distinguer les variétés de houblon amères des aromatiques.
Une empreinte génétique spécifique du Strisselspalt a été détermi-
née. Cette méthode peut confirmer l'appartenance d'un plant à une
variété. Bien que ces études doivent encore être validées sur des
populations plus larges de plants, il est indéniable que l'avantage de
cette méthode est qu'elle ne requiert pas de connaissance préalable
du génome, ce qui est le cas du houblon pour lequel moins d'une
trentaine de séquences sont disponibles dans les bases de données à
ce jour (Tsuchiya et al., 1997). Cependant, le clonage et l'analyse
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fine des amplicons générés pourrait peut-être permettre d'affiner les
résultats. L'élément essentiel de cette méthode reste la détermina-
tion des conditions appropriées de PCR. Ensuite, le choix de la
matrice est large, aJlant de la feuille à la fleur et même à la graine.
L'analyse des résultats par électrophorèse en gel d'agarose est facile
à mettre en œuvre; l'utilisation de gels de polyacrylamide peut être
envisagée pour affiner la résolution du résultat. Les variations d'in-
tensité de certaines bandes ainsi que la présence de bandes faibles
pourront être améliorés par une optimisation plus poussée des
conditions réactionnelles.
L'utilisation combinée des marqueurs microsatellites et inter-SSR
permet d'identifier les variétés de houblon de façon alternative à
d'autres techniques parfois plus lourdes ou moins reproductibles
telles que les RAPD (Araki et al., 1998 ; Brady et al., 1996 ; Pillay
et Kenny, 1996 ; Patzak et al., 1999 ; Polley et al., 1997 ; Sustar-
Vozlic et lavornik, 1999 ; Tsuchiya et al., 1997), RFLP (Pillay et
Kenny, 1996) ou AFLP (Hartl et Seefelder, 1998). Une approche par
PCR multiplex laisse entrevoir la caractérisation individuelle de
plants d'une variété donnée.
Étude de l'ADNr
L'isolement et le sous-clonage d'une unité ribosomique complète
du génome de houblon StrisselspaJt ont été réalisés. La séquence de
cette unité est disponible dans les bases de données (Genbank
AF223Ü66). Des études RFLP corroborent des résultats obtenus
auparavant (Pillay et Kenny, 1996). Ces analyses RFLP permettent
des distinguer les variétés amères des variétés aromatiques. Elles
montrent aussi que le houblon sauvage d'Alsace diffère de la variété
cultivée, le Strisselspalt, ce qui est en accord avec l'hypothèse
d'une introduction, au début du XlXe siècle, des premiers plants, en
provenance de Bohême, à l'origine de la variété cultivée de nos
jours. La comparaison de la séquence de l'ITSl, région séparant le
18 S du 5,8 S, obtenue pour le Strisselspalt avec celle publiée
récemment pour le houblon (Siniscalco Gigliano, 1999) suggère
que cette région n'est pas polymorphe au sein des variétés de hou-
blon. Avec l'apparition récente dans les bases de données de
3 séquences d']GS (Genbank AB041021, AB04I022, ABÜ41Ü23)
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en plus de celle obtenue au laboratoire, il a été possible d'explorer
le polymorphisme contenu dans cette séquence, d'autant plus que
les séquences publiées concernent des houblons originaires des trois
continents, Asie, Amérique et Europe. Des zones de divergences
mises en évidences dans les séquences, présentes également en
moindre mesure entre les deux variétés aromatiques, pourraient être
dérivés des tests spécifiques et plus rapides que ceux basés sur les
microsatellites ou inter-SSR, qui pourraient constituer des moyens
utiles pour la distinction des variétés et la traçabilité des produits.
À terme, il est impératif d'obtenir des résultats sans équivoque
utiles tant pour l'identification des plants que pour le sui vi des pro-
duits et l'attribution de certificats de pureté, éléments de garantie
tant pour les producteurs que pour les négociants.
Collection d'EST
La collection d'EST actuellement disponible au laboratoire consti-
tue un recueil de séquences permettant la synthèse de sondes spéci-
fiques de compartiments cellulaires, d'éléments ubiquitaires, de
voies métaboliques, d'activité transcriptionnelle et traductionnelle.
Les séquences obtenues jusqu'à présent, par criblage au hasard de
la banque d'ADNc spécifique de cônes, ne permettent pas une assi-
gnation tissu-spécifique. Ainsi, la construction d'une banque diffé-
rentielle enrichie en séquences spécifiques du cône mâture a été
entreprise et son étude permettra sans doute d'élucider une petite
partie des mystères du métabolisme propre à cet organe. La
connaissance des voies de biosynthèse des substances amères et
aromatiques pourrait permettre leur modulation et peut-être de
mesurer l'importance des stress biotiques et abiotiques sur la syn-
thèse des substances d'intérêt commercial.
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Analyse moléculaire du
génome du caféier Arabica
Relations avec la valorisation
des ressources génétiques
P. Lashermes1 N.S. Prakash1
M.-C. Combes1 P. Topart2
J.C. Herrera1 F. Anthony2
S. Noir1
Introduction
Les caféiers appartiennent à la famille des Rubiaceae et constituent
la tribu des Coffeeae. Sur la base de caractéristiques florales, on dis-
tingue deux genres, Coffea et Psilanthus, subdivisés en deux sous-
genres. Plus de 90 taxons, dont les deux espèces cultivées
C. arabica et C. canephora, ont été recensés dans le genre Coffea
sous-genre Coffea. Ils sont endémiques de la zone intertropicale
d'Afrique, de Madagascar et des îles Mascareignes. Les espèces
appartenant au genre Coffea sont toutes diploïdes (2n = 22) à l'ex-
ception de l'espèce C. arabica qui est tétraploïde (2n =4x =44).
Le café est la première ressource agricole d'exportation dans le
monde, en termes de devises. Le café de bonne qualité produit par
l'espèce Coffea arabica L. représente 75 % de la consommation
1 IRD, GeneTrop, BP 5045, F-34032 Montpellier cedex 1, France.
2 Catie/IRD, Ap59, 7170 Turrialba, Costa Rica.
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mondiale. Les principaux pays producteurs sont situés en Amérique
latine, en Asie et en Afrique de l'Est. Outre le rôle évident du caféier
dans le développement économique de ces pays, sa culture consti-
tue un important facteur de stabilité sociale en raison des emplois
qu'elle génère. À titre d'exemple, les exportations de café repré-
sentent entre 20 et 25 % de la valeur totale des exportations, selon
les années, pour les pays producteurs d'Amérique centrale. Coffea
arabica est un arbuste originaire des forêts d'altitude d'Ethiopie, du
sud Soudan et du nord du Kenya (Anthony et al., 2001). Les prin-
cipales variétés furent sélectionnées à partir de l'étroite base géné-
tique (fig. 1) dispersée au début du XVIIIe siècle par les puissances
coloniales (Pays-Bas, France, Angleterre). Elles sont hautement
productives, produisent un café de bonne qualité, mais se sont révé-
lées sensibles à la plupart des parasites et ravageurs qui attaquent le
caféier, dont la rouille orangée due à Hemileia vastatrix, l'anthrac-
nose des baies causée par Colletotrichum kahawae, les nématodes
des genres Meloidogyne et Pratylenchus, la mineuse des feuilles
Perileucoptera coffeella et le scolyte des baies Hypothenemus ham-
pei (Bertrand et al., 1999). Les méthodes de lutte actuelles, reposant
essentiellement sur des traitements chimiques, conduisent à un
usage excessif de pesticides, avec des conséquences néfastes pour
l'environnement et la santé humaine.
Diversité
Génétique
Espèces diploïdes parentales
c=q
Spéciation de C. Arabica,
•
••••• Accessions
( sauvages/spontanées
_ Cultivars
fC Caféiers cultivés ~
1Figure 1
Base génétique étroite des variétés de caféier Arabica.
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L'utilisation des ressources génétiques que constituent les espèces
diploïdes de caféiers (2n = 2x = 22) et les formes sauvages
d'Arabica est essentielle pour l'amélioration de C. arabica dans une
perspective de développement durable (Anthony el al., 1999). Des
gènes d'intérêt agronomique ont déjà été mis en évidence chez plu-
sieurs espèces diploïdes, comme par exemple des résistances à cer-
tains nématodes et à ['anthracnose des baies chez C. canephora, à
la rouille chez C. canephora et C. liberica, à la mineuse des feuilles
chez C. racemosa (Van der Vossen, 1985 ; Guerrero Filho el al.,
1999). L'exploitation de ces sources de résistance par les voies de la
génétique constitue une approche prometteuse pour la création de
nouvelles variétés (Carvalho, 1988 ; Charrier et Eskes, 1997).
Toutefois, une bonne connaissance génétique du génome de C. ara-
bica et des mécanismes associés au processus d'introgression
s'avère indispensable à une utilisation optimale de ces ressources
dans les programmes de sélection. Dans ce sens, plusieurs analyses
moléculaires ont été entreprises au cours des dernières années.
1Origine et structure
du génome de C. arabica
Phylogénie du genre Coffea
L'ADN chloroplastique constitue un support privilégié des études
phylogénétiques chez les plantes supérieures (Clegg et Zurawski,
1992). Dans un premier temps, une transmission strictement mater-
nelle de l'ADN chloroplastique (ADNcp) a été démontrée chez l'es-
pèce C. canephora et les hybrides interspécifiques entre C. arabica
et C. canephora (Lashermes el al., 1996). Par la suite, les variations
de l'ADN chloroplastique de 27 taxons représentatifs du genre
Coffea sous-genre Coffea ont été étudiées par plusieurs approches
incluant une analyse RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) à l'aide de sondes hétérologues (Lactuca saliva) et
le séquençage de la région intergénique ImL-lmF (Cros el al.,
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1998). Le génome nucléaire a aussi été étudié afin de pallier au
faible polymorphisme présenté par l' ADNcp des caféiers et de com-
parer les phylogénies obtenues par l'analyse des génomes chloro-
plastique et nucléaire. Plus particulièrement, le fragment ITS2
(internai transcribed spacers) de la grande sous-unité nucléaire
codant pour l' ARN ribosomique a été séquencée pour 40 génotypes
représentant 28 taxons de Coffea et 4 espèces de Psilanthus
(Lashermes et al., 1997). Les analyses phylogénétiques de ces don-
nées moléculaires suggèrent une explosion radiative récente (large-
ment postérieure à la dislocation du Gondwana) et l'existence d'au
moins 5 groupes phylogénétiques relativement peu différenciés.
Ces groupes d'espèces de caféiers (Coffea sous-genre Coffea) cor-
respondent globalement à des ensembles biogéographiques : zone
guinéo-congolaise (deux groupes), Afrique de l'Est, et Madagascar
et les îles Mascareignes (fig. 2). Aucune différence n'a été mise en
évidence entre l'ADNcp de C. arabica et celui de certaines acces-
sions diploïdes (c. eugenioides, C. sp. Moloundou). Par ailleurs, la
séquence ITS2 (type majoritaire) de C. arabica apparaît proche de
celles des espèces du groupe des « canephoroïdes » (c. brevipes,
C. canephora, C. congensis .. .).
Une origine allotétraploïde
Plusieurs approches complémentaires ont été conduites afin de
caractériser et de déterminer l'origine du génome de C. arabica
(Lashermes et al., 1999). Le polymorphisme nucléaire a été analysé
par RFLP en utilisant des sondes spécifiques de locus. Les allèles
présents chez C. arabica ont été recherchés au sein des espèces
diploïdes. Par ailleurs, l'hybridation génomique in situ (GISH) qui
consiste en l'hybridation des chromosomes métaphasiques d'une
espèce donnée par l'ADN total d'une autre espèce, a été utilisée
(fig. 3). Le génome de C. arabica apparaît constitué par l'associa-
tion de deux génomes diploïdes (dénommés Ca et Ea). Les diffé-
rents résultats indiquent que celle espèce résulterait d'une
hybridation récente entre deux espèces diploïdes de caféier proches
des espèces actuelles C. eugenioides (parent femelle) et C. cane-
phora (parent mâle).
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Arbre phylogénétique de parcimonie obtenu par l'analyse
du polymorphisme de l'ADN chloroplastique des caféiers
(Cros et al., 1998). Les mutations supportant chaque branche
sont indiquées par des barres; les barres pleines représentent
les caractères non-homoplasiques. Les lettres suivant les clades
indiquent la distribution géographique des espèces concernées:
W (Afrique de l'Ouest), E (Afrique de "Est), C (Atrique centrale)
et M (région malgache).
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a) Chromosomes métaphasiques de C. arabica
suite à une hybridation in situ multi-couleur (GISH)
utilisant simultanément l'ADN des génomes
de C. canephora
et C. eugenioides comme sondes;
b) Représentation schématique
montrant le classement proposé des chromosomes
en deux groupes (Lashermes et al., 1999).
Allèle ca
Allèle Ea
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Un mode d'hérédité disomique
dû à un contrôle génétique des appariements
L'espèce C. arabica présente un comportement méiotique compa-
rable à celui des espèces diploïde avec la formation prépondérante
de bivalents (Grassias et Kammacher, 1975). Par l'analyse, à plu-
sieurs locus RFLP, des ségrégations au sein d'une population Fz
(fig. 4), un mode d'hérédité disomique a été établi chez C. arabica
(Lashermes et al., 2000 a). À la méiose, les chromosomes homo-
logues (i.e. appartenant au même sous-génome) s'apparieraient de
façon systématique pour former des bivalents. Le comportement
méiotique d'un hybride interspécifique Arabusta (c. arabica x
C. canephora 4x) a aussi été étudié à travers la ségrégation de mar-
queurs moléculaires. Bien que la formation de bivalents soit privi-
légiée (Grassias, 1980), une ségrégation de type polysomique a été
démontrée chez l'Arabusta (Lashermes et al., 2000 a). Le contrôle
des appariements entre chromosomes, présent chez C. arabica, est
inopérant au sein de l'hybride Arabusta, rendant les associations
chromosomiques aléatoires. Ce résultat a notamment permis de sug-
gérer que le comportement méiotique de type diploïde observé chez
C. arabica ne serait pas la conséquence d'une différenciation géno-
mique mais dû à un contrôle génétique.
Descendance F2 (Et 30 x Caturra)
1Figure 4
Hérédité de type disomique chez C. arabica :
exemple de ségrégation à un locus RFLP (gA6)
au sein d'une descendance F2 (Lashenmes et al., 2000 a).
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1Diversification des gènes
de résistance au sein des caféiers
Dans le cadre de la résistance gène-à-gène, de nombreux gènes de
résistance aux maladies (gènes-R) ont été clonés (Richter et Ronald,
2000 ; Noir et Lashennes, 2000). Bien que ces gènes aient été isolés
de diverses espèces végétales et qu'ils soient dirigés contre des agents
pathogènes variés, les produits déduits de leur séquence respective
révèlent des similarités structurales (fig. 5 ; Hammond-Kosack et
Jones, 1997). Par ailleurs, la caractérisation moléculaire de ces gènes
a montré que les gènes-R sont généralement membres de familles
muItigéniques. Us sont le plus souvent associés à des séquences
homologues en un ou plusieurs c\usters (Young, 20(0). L'analyse de
ces clusters montre l'implication dans l'évolution des gènes-R de dif-
férents mécanismes, tels que les duplications, les recombinaisons, la
conversion de gènes ou encore les substitutions. Ces mécanismes
seraient à l'origine de nouvelles spécificités de résistance en réponse
à l'évolution de la pression parasitaire (Ellis et al., 20(0).
1Figure 5
Représentation
schématique
et co-localisation
des domaines protéiques
conservés au sein
des produits de gènes
de résistance clonés.
Cinq principaux
domaines peptidiques
conservés ont été
distingués:
NBS (Nucleotide Binding Site),
LRR (Leucine Rich Repeat),
TIR (Toll-lnterleukin Receptor),
LZ (Leucine Zipper)
et SérinefThréonine Kinase.
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Les gènes de type NBS-LRR constituent la principale classe de
gènes-R clonés chez les plantes. Des motifs peptidiques consensus
des domaines NBS ont été identifiés (Meyers et al., 1999). Ceux-ci
rendent possible. par amplification PCR, d' isoler des séquences
analogues de gènes-R (AGR). Des amorces oIigonucléotidiques
dégénérées et non dégénérées ont été définies sur la base des motifs
P-loop et GLPL, observés au sein des domaines NBS des gènes-R
clonés (Shen et al., 1998). Ces amorces ont été utilisées lors d'am-
plification par PCR d'ADN génomique des espèces C. arabica et
C. canephora. Les produits amplifiés ont été clonés puis séquencés.
Différents critères (i.e. cadre de lecture ouvert, présence de trans-
crits, motifs intermédiaires caractéristiques de domaines NBS des
gènes-R) ont permis de montrer qu'une quarantaine de ces clones
correspondent à des AGR. L'étude des séquences d'AGR de caféier
met en évidence leur grande diversité. Leur classification permet de
distinguer au moins 8 familles. Par ailleurs, un nombre important de
différents AGR est observé au sein d'un unique individu. Des ana-
lyses phylogénétiques (fig. 6) ont été effectuées à partir des séquen-
ces peptiques déduites des AGR de caféier et des domaines NBS de
gènes-R (isolés chez Arabidopsis, la tomate, la pomme de terre, le
poivron, la laitue, le maïs et le riz). Les séquences de la majorité des
AGR de caféiers apparaissent étroitement proches de celles de
domaines NBS de gènes-R. D'après la distinction entre classes
«TIR» et « non-TIR» des gènes-R proposées par Pan et al. (2000),
tous les AGR de caféiers isolés appartiennent à la classe non-TIR de
gènes-R. De plus tous les domaines NBS de type non-TIR considé-
rés dans cette analyse (à l'exception de DrnJ) sont associés à l'une
des familles d' AGR de caféier isolés.
En conclusion de cette étude (Noir et al., 2001), il apparaît que,
chez le caféier, les séquences codant pour le domaine NBS présen-
tent une évolution intra-farnille et lente. Dans le cas de cette plante
pérenne, la capacité de réponse à l'évolution des agents pathogènes
semble être assurée par le maintien de multiples séquences d'AGR
variées plutôt que par une diversification rapide de ces séquences.
Par ailleurs, les similarités de séquences particulièrement impor-
tantes entre les AGR de caféiers et les gènes-R isolés d'autres
espèces angiospermes, telles que Arabidopsis, la tomate ou le riz,
suggèrent une origine ancestrale commune de ces séquences.
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CrgaD1
ArgaC1
CrgaE1
CrgaE2
CrgaA3
CrgaA19 ~~-----,
CrgaA1 '-_..-........
CrgaA2
Dm3
Type Non-TIR
Type TIR
1 Figure 6
Arbre phylogénétique (méthode du Neighbor-Joining) des séquences
peptidiques (région NBS) des AGA de caféiers (en romain) et des
principaux gènes de résistance (en italique) clonés (Noir et al., 2001).
Possibilités d'introgression de
C. arabica par les espèces diploïdes
Le croisement et l'obtention d'hybrides interspécifiques entre l'es-
pèce tétraploïde C. arabica et les espèces diploïdes ne constituent
pas un obstacle au transfert de gènes par voie sexuée. Après dou-
blement chromosomique du parent diploïde, des hybrides interspé-
cifiques tétraploïdes relativement fertiles peuvent être obtenus
(Van der Vossen, 1985 ; Carvalho, 1988 ; Charrier et Eskes, 1997 ;
Coutmon et al., 1998). Nous nous sommes donc plus particulière-
ment intéressés aux modalités de recombinaisons entre génomes de
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C. arabica et C. canephora au sein de l'hybride interspécifique
tétraploïde Arabusta ainsi qu'au sein de lignées d'introgression de
C. arabica dérivant d'hybrides interspécifiques spontanés entre
C. arabica et C. canephora (i.e. l'Hybride de Timor) ou entre
C. arabica et C. liberica (i.e. 5.26).
L'étude des recombinaisons génomiques et chromosomiques a été
abordée chez l'hybride Arabusta par l'analyse de plusieurs locus
dispersés sur le génome de base des caféiers (Herrera el al., 2001).
Pour la plupart, ces locus sont des marqueurs RFLP ou microsatel-
lites (Combes el al., 2(00) positionnés sur la carte génétique de
C. canephora (Paillard el al., 1996 ; Lashermes el al., 2001). On
observe une association au hasard des allèles pour des locus situés
sur des groupes de liaison différents. Ainsi, la formation et la trans-
mission de gamètes de type parental, C. arabica ou C. canephora,
ne sont pas significativement favorisées au sein de la descendance
de l'hybride Arabusta. Par ailleurs, pour quelques groupes de liai-
son, les recombinaisons chromosomiques ont pu être estimées chez
l'Arabusta. On observe une fréquence significative de recombinai-
sons génétiques, que ce soit entre les deux sous-génomes constitu-
tifs de C. arabica ou entre le génome de C. canephora et les deux
sous-génomes de C. arabica. Bien que des analyses plus approfon-
dies soient nécessaires, l'hybride Arabusta semble présenter un
double intérêt en tant que « pont » pour le transfert de caractères
utiles de C. canephora vers C. arabica, mais aussi en rendant pos-
sible les recombinaisons entre les deux sous-génomes de C. arabica.
Près d'une centaine de lignées d'introgression de C. arabica ont été
analysées à l'aide de marqueurs AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Bien que variable selon la lignée considérée (fig. 7),
on observe généralement un nombre important de marqueurs intro-
gressés provenant de C. canephora ou C. liberica au sein de ces
lignées (Bertrand el al. 200] ; Lashermes el al., 2000 b ; Prakash el
al., 2(01). De plus, l'analyse de la distribution de ces marqueurs
parmi les lignées suggère des événements de recombinaisons géné-
tiques au sein des fragments chromosomiques introgressés.
Toutefois, la distribution génomique et le devenir de ces introgres-
sions au cours des générations de rétrocroisements ainsi que leur
impact sur la fertilité et la qualité du café produit par les génotypes
arabica introgressés restent à étudier.
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Nombre de marqueurs AFLP associés au processus d'introgression
au sein de différentes lignées dérivées d'un hybride interspécifique
spontané (i.e. l'hybride de Timor) entre C. arabica et C. canephora
(Lashermes et al., 2000 b). Deux types de marqueurs sont distingués:
les bandes additionnelles (i.e. jamais observées chez C. arabica)
et les bandes absentes (i.e. toujours présentes chez C. arabica).
Conclusions
La valorisation intensive et rationnelle des ressources génétiques
implique le développement de nouvelles méthodes intégrant de
manière pertinente l'avancement des connaissances scientifiques.
Notamment, le contrôle du processus de recombinaison génétique
apparaît de plus en plus comme l'élément clé des stratégies d'intro-
gression. Les situations facilitant les recombinaisons génétiques
doivent être recherchées afin de dissocier les gènes à introgresser,
des gènes ou structures défavorables à éliminer. Chez le caféier
comme chez la plupart des espèces cultivées, une meilleure com-
préhension des mécanismes régissant les recombinaisons géné-
tiques entre génomes (notamment à l'échelle interspécifique)
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apparaît donc indispensable au développement de stratégies effi-
caces d'introgression. La mise en évidence d'un contrôle génétique
des appariements chez C. arabica constitue une étape importante.
Toutefois, des études complémentaires sont nécessaires afin de pré-
ciser son déterminisme génétique, son mode d'action et ['origine de
son inhibition chez l'hybride Arabusta.
L'identification par des marqueurs moléculaires des zones chromo-
somiques à introgresser présente aussi un grand intérêt (Me1chinger,
1990 ; Young, 1999). Notamment, le développement de sélection
assistée par marqueurs permet de prévoir la valeur génétique d'un
individu sans évaluation du caractère ciblé, et de diriger la combi-
naison du maximum de segments favorables dans un même géno-
type. De plus, les marqueurs moléculaires donnent la capacité de
détecter les rares individus chez lesquels les associations défavo-
rables ont pu être rompues par recombinaison génétique. Dans le cas
du caféier Arabica, l'étude et l'identification de gènes de résistance
aux maladies et ravageurs présentent un intérêt considérable. Le
développement de programme de sélection assistée par marqueurs
est en cours de réalisation. À plus long terme, le clonage de gènes
de résistance ainsi que leur transfert par transgénèse sont aussi envi-
sagés. Les connaissances sur les mécanismes et gènes de résistance
d'un certain nombre de plantes ou organismes « modèles »
(e.g. Arabidopsis, Glazebrook et al., 1997 ; Meinke et al., 1998) ont
fortement progressé au cours des dernières années. L'utilisation de
ces informations offre de nouvelles perspectives pour une plante
comme le caféier et devrait permettre des avancées importantes.
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Sélection de cotonniers
à teneur variable de gossypol
dans ses organes
Approche interspécifique
G. Mergeaï1 G. Lognay2
A. Maquet1 1. Vroh Bï1
H. Ben Bouza1 J.-P. Baudoin1
Ilntroduction
Les cotonniers diploïdes sauvages australiens appartenant aux sec-
tions Sturtia et Hibiscoidea du genre Gossypium produisent des
graines sans terpénoïdes alors que leurs parties aériennes sont pour-
vues de glandes à gossypol (Brubaker et al., 1996). L'introgression
chez la principale espèce de cotonnier cultivé du mécanisme limi-
tant la production de gossypol dans les graines est hautement sou-
haitable car cela permettrait l'exploitation du cotonnier comme une
culture vivrière tout en préservant son principal mode de défense
naturel contre les insectes ravageurs. Le gossypol et les autres ter-
péno:ides produits par le cotonnier sont toxiques pour la plupart des
espèces animales y compris les insectes et, malheureusement, les
1 Unité de phytotechnie des régions intertropicales, faculté universitaire
des Sciences agronomiques de Gembloux, B-5030 Gembloux, Belgique.
2 Unité de chimie générale el organique, faculté universitaire des Scien-
ces agronomiques de Gembloux, 8-5030 Gembloux, Belgique.
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hommes (Altman et al., 1990). Trois schémas de croisement peu-
vent être suivis pour obtenir l'introgression de l'inhibition de la
synthèse du gossypol dans la graine du cotonnier (Mergeai, 1994).
Deux d'entre eux donnent naissance à des hybrides trispécifiques et
Je troisième permet l'exploitation directe d'hybrides bispécifiques.
Comme la stratégie de croisement direct entre G. hirsutum et une
espèce australienne semblait particulièrement difficile à suivre pour
réussir l'introgression du caractère recherché (Dilday, 1986 ;
Altman et al., 1987 ; Rooney et al., 1991), nous avons décidé de
suivre la voie trispécifique. Dans de tels hybrides, tous les chromo-
somes de l'espèce donneuse australienne sont confrontés au
génome de G. hirsutum avec une haute probabilité de recombinai-
son, grâce à l'utilisation de croisements ponts. Ces croisements font
intervenir une espèce appartenant à un des deux génomes ances-
traux (A ou D) de G. hirsutum. Nous avons choisi d'utiliser l'espèce
diploïde sauvage américaine G. raimondii comme pont pour créer
un hybride trispécifique ACDD car le génome D (auquel appartient
G. raimondii) montre une forte distance phylétique par rapport au
génome C alors que la distance phylétique entre le génome A
(espèces diploïdes asiatiques) et le génome C est nettement moins
grande (Endrizzi et al., 1985).
Au cours des dernières années, de nouvelles stratégies de sélection
basées sur l'utilisation de marqueurs de l'ADN moléculaire ont été
proposées pour réduire le temps et les efforts nécessaires au déve-
loppement de nouvelles variétés. Les principes d'utilisation de tels
marqueurs ont été décrits en détail chez de multiples plantes culti-
vées par de nombreux chercheurs (Tanksley et al., 1989 ; Paterson
et al., 1991 ; Dudley, J993 ; Lee, 1998). Cependant, les rapports
concernant l'utilisation de tels marqueurs dans des travaux d'amé-
lioration génétique du cotonnier restent relativement rares quand on
considère l'importance économique de cette culture. La RAPD a été
utilisée pour caractériser des cultivars de cotonnier (Multani et
Lyon, 1995), pour évaluer la variabilité au sein de variétés élites
(Tatieni et al., 1996 ; Iqbal et al., 1997) et pour assister la réalisa-
tion d'un programme de sélection récurrente à partir d'hybrides
interspécifiques (Mergeai et al., 1998). La technique AFLP est uti-
lisable dans les mêmes conditions d'application que les marqueurs
RAPD. Elle est en général considérée comme plus fiable et plus
performante compte tenu de sa meilleure répétabilité et du plus
autofécondaliOn
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grand nombre de marqueurs générés par réaction (Vos et al., 1995).
Peu d'applications des marqueurs RFLP sont mentionnées (Wang et
al., 1995 ; Shappley et al., 1996 ; Meredith et Brown, 1998). Une
carte RFLP du cotonnier est actuellement en construction (Reinisch
et al. 1994) et offre un nouvel outil pour analyser l'introgression de
matériel génétique. L'emploi de ces différentes techniques est très
utile pour évaluer le degré de similitude génétique existant entre les
matériels issus du rétrocroisement d'hybrides interspécifiques et le
cotonnier cultivé ainsi que pour cartographier les segments d'ADN
d'espèces diploïdes donneuses introgressés chez les différents
hybrides tétraploïdes obtenus dans le cadre de programmes d'hy-
bridation interspécifique.
1Matériel et méthode
Le matériel végétal comprend l'hybride trispécifique G. hirsutum x
G. raimondii x G. sturtianum et ses parents. Le schéma d'obtention
détaillé de l'hybride trispécifique est présenté dans Mergeai et al. (1997).
Cet hybride a été rétrocroisé par les variétés C2 et stam F de G. hirsu-
tum pour donner une descendance BCI, Be;, BC2S1 et BC3 (fig. 1).
HRS x G. hirsutum
BCl x G. hirsutum
~
BC2S1
BC2 x G. hirsutum
~
BC3
1Figure 1
Schéma suivi pour l'obtention du matériel analysé.
BC, , BC2 , BC3 =hybrides rétrocroisés de 1ra, 2a et 3e génération.
BC2S1 = matériel issu de l'autofécondation d'Un hybride rétrocroisé
de 29 génération.
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Les croisements ont été réalisés en utilisant le mélange d'honnones
proposé par Altman (1988) : 100 mg.!-l d'acide naphtoxyacétique
+ 50 mg.!-l d'acide gibberellique. La majorité des embryons
hybrides a été cultivée in vitro après maturation complète de la
graine sur le milieu de Stewart et Hsu (1977) de manière à garantir
leur bonne germination et un bon démarrage des plantules. La den-
sité de glandes à gossypol sur les graines produites par rétrocroise-
ment a été évaluée en utilisant une échelle variant de 0 pour les
graines totalement dépourvues de glande à 10 pour les graines dont
la densité de glandes était semblable à celle de l'espèce cultivée.
L'évaluation de la densité en glandes à gossypol a été réalisée après
élimination des téguments et trempage de l'amande pendant une
heure dans de l'eau stérile. Les analyses méiotiques des matériels
produits ont été réalisées sur des boutons floraux fixés pendant
72 heures dans la solution de Carnoy (éthanol 95 % : chloroforme:
acide acétique glacial, 6:3: 1 v : v : v). Au moins 26 cellules mère du
pollen ont été analysées pour chaque génotype (Vroh et al., 1998).
La teneur en gossypol des graines a été évaluée par chromatogra-
phie à haute perfonnance en phase liquide en adaptant la méthode
proposée par Marquié et Bourély (1991) pour réaliser une analyse
graine par graine.
La teneur en terpénoïdes des boutons floraux a été évaluée par chro-
matographie à haute performance en phase liquide au moyen de la
méthode proposée par Stipanovic et al. (1988).
L'ADN génomique total des plantes obtenues a été extrait en utili-
sant la méthode développée par Vroh Bi et al. (1996).
Les réactions AFLP ont été réalisées en utilisant le kit d'analyse
AFLP 1 (Life Science Technologies, Merelbeke, Belgique) et selon
le protocole proposé par le producteur. Les cinq combinaisons sui-
vantes de sondes ont été utilisées dans cette étude:
CI =EcoRI + AAC/MseI + CAA,
C2 =EcoRI + AAC/MseI + cn,
C3 =EcoRI + AAG/MseI + cn,
C6 =EcoRI + ACT/MseI + CAG,
C9 =EcoRI + ACG/MseI + CTA.
La présence (1) ou l'absence (0) des bandes AFLP a été notée de
manière à évaluer la similarité génétique des génotypes comparés
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en utilisant le coefficient de Jaccard, Un dendrogramme basé sur
ces coefficients a été construit en utilisant la méthode UPGMA
(unweighted pair group method average) sur le logiciel Systat ver-
sion 8,0 (SPSS Inc. Chicago, I11.).
L'analyse RFLP a été effectuée en utilisant 49 inserts sélectionnés
sur la carte RFLP de Rein.isch et al. (1994). Après amplification par
PCR, ces inserts ont été utilisés comme sondes RFLP selon la
méthode décrite par Vroh bi et al. (1999 b).
L'introgression de fragments d'ADN en provenance des espèces
sauvages a été évaluée chez les hybrides en analysant les profils
montrant un polymorphisme entre les espèces parentales pour la
combinaison sonde/enzyme testée. Quand la disposition des bandes
de l'hybride et de leur descendance rétrocroisée était similaire à
celle observée chez le parent sauvage pour les marqueurs RFLP, les
résultats ont été considérés comme indiquant une introgression d'un
fragment du chromosome du parent sauvage au n.iveau du locus
RFLP concerné. Les marqueurs RFLP f1anquants, du marqueur sup-
posé positif, ont ensuite été vérifiés quand ils étaient disponibles
pour détenniner la ta.ille approximative des segments introgressés en
centimorgans. Quand les marqueurs adjacents n'éta.ient pas positifs,
il a été supposé que la recombinaison avait eu lieu juste au milieu.
Résultats
Production de plantes introgressées
Les tableaux 1 et 2 reprennent respectivement le nombre d'individus
obtenus à chaque génération de rétrocroisement et la distribution de
fréquence des densités de glandes observées chez ces hybrides.
Sur les 51 graines BC, issues de l'hybride HRS, seulement 3 (6 %)
éta.ient totalement démunies de glandes à gossypol (niveau 0).
La distribution de fréquence des densités de glandes à gossypol chez
le reste des graines BC, présenta.it une fonne assymétrique avec une
représentation plus importante des niveaux bas et intermédiaires
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BC, , BC2, BC3 = hybrides rélrocroisés de 1'e, 28 et 3e génération.
BC2S, =matériel issu de l'autofécondation d'un hybride rétrocroisé de 28 génération.
BC I BC2 BC2S1 BC3
Années Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
graines plantes graines plantes graines plantes graines plantes
utilisées adultes utilisées adultes utilisées adultes utilisées adultes
1994 17 6
1995 13 0 6 0
1996 9 0 3 3
1997 12 10 21 11 18 11 6 5
Total 51 16 30 14 18 11 6 5
1Tableau 1
Nombre de plantes produites à partir de graines
obtenues en rétrocroisant l'hybride HRS.
Classes BC, BC2 BC2S, BC3
de densité
0-3 23 6 10 4
4-6 19 10 5 11
7 -10 9 1 3 4
Total 51 17 18 19
1Tableau 2
Distribution de la densité de glandes à gossypol des graines
chez la descendance de l'hybride HRS.
(niveaux 2 à 5), Un nombre très variable de plantes adultes a été
obtenu à partir des graines BC 1 en fonction de leur année de mise en
culture (tab\. 1), Après l'obtention d'un nombre relativement élevé
de plantes adultes la 1re année, aucune plante adulte ne fut produite
les deux années suivantes malgré la culture in vitro systématique des
embryons matures. Ce problème peut sans doute être attribué à une
forte donnance des graines qui avaient été cultivées moins de six
mois après leur récolte. Pour élillÙner cette donnance supposée, les
semis furent retardés de deux mois en 1997 et toutes les graines
furent plongées pendant deux IlÙnutes dans un bain d'eau à 70 oC
avant d'être cultivées in vitro. Ces mesures permirent une augmen-
tation considérable du taux de production de plantes adultes à partir
de graines BC I (de 0 à 50 %). Toutes les plantes BC I issues de
graines présentant une faible densité de glandes (niveaux 0 à 3) ont
été rétrocroisées systématiquement avec une variété de cotonnier à
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densité de glandes nonnale. Parmi toutes les plantes issues de ces
rétrocroisements, un seul génotype a produit des graines BCz. La
majorité de celles-ci montraient une densité de glandes à gossypol
faible à intennédiaire (tabl. 2). Seulement 6 plantes adultes furent
obtenues sur un total de 21 graines BCz. Deux de ces 6 plantes ont
donné 18 graines BCzS 1 et 19 graines BC3, avec à nouveau une
majorité d'entres elles présentant une densité de glandes faible à
intennédiaire. La fertilité du matériel rétrocroisé s'est améliorée
sensiblement à mesure de l'avancement dans les générations. La
coloration du pollen à l'acéto carmin (tabl. 3) a donné des résultats
très bas chez l'hybride trispécifique et chez sa descendance BC 1
(moins de 10 % de grains colorés). Ces résultats se sont sensible-
ment améliorés en BC2 (jusqu'à 60 % de grains colorés) et en BC3
(jusqu'à 80 % de grains colorés). En moyenne, quatre croisements
ont été nécessaires pour obtenir une graine BCz tandis qu'un seul
rétrocroisement d'une plante BC2 a donné environ 5 graines BC3
(données non montrées). Les plantes BCzS 1 ont produit en moyenne
moins d'une graine par rétrocroisement ; leur niveau de fertilité est
donc nettement plus faible que celui du matériel BC3.
BC l , BC2, sC3 = hybrides rétrocroisés de 1re, 2e et 3e génération.
BC2Sl = matériel issu de l'autofécondation d'un hybride rétrocroisé
de 2e génération/nombre = numéro du génotype analysé au sein de chaque génération.
Génotypes Configurations chromosomiques à la Métaphase 1 Nombre de Tétrades Tétrades % pollen
1 II III IV VI chromosomes nonnales anonnales fertile
HRS 14,40 17,03 0,93 0,10 0,07 52 124 876 8,9
BC1/1 6,45 22,56 0,3 0,10 53 808 192 9,5
BC2/1 3,83 23,61 0,31 52 820 180 60,5
BC3/1/1 3,83 23,55 0,30 52 807 193 67,5
BC3I1/4 3,01 25,30 0,14 54 980 20 54,0
BC3/1/5 3,33 23,90 1 54 1000 0 95,0
BC3/1/8 1,10 25,43 0,10 52 850 150 47,5
BC3I1/12 2 24,60 0,23 0,51 54 252 748 79,6
BC2S1/6 4,50 22,66 0,70 52 854 146 45,3
BC2S1/8 4,83 22,73 0,60 52 910 90 78,9
BC2S1/13 1,71 24,72 0,21 0,07 52 823 177 96,2
BC2S1/14 15,80 15,80 1,60 52 1000 0 88,4
1Tableau 3
Microsporogenèse et fertilité polinique
chez l'hybride HRS et sa descendance.
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Certaines plantes BC3 et BCzS 1 sont auto-fertiles même sans l'ap-
plication de régulateurs de croissance au moment de la pollinisation.
Leur descendance sera utilisée pour évaluer le déterminisme de l' in-
hibition de la synthèse du gossypol dans la graine. Les résultats
obtenus jusqu'à présent laissent penser que ce caractère est sans
doute sous la dépendance d'un nombre restreint de gènes dominants.
Plus des deux tiers des graines produites à chaque génération de
rétrocroisement présentent une diminution importante de leur den-
sité de glandes à gossypol alors que le reste des graines produites
montre une densité de glandes similaire à celle de l'espèce cultivée.
Analyse cytogénétique du matériel produit
L'analyse cytogénétique de la descendance de l'hybride trispéci-
fique a mis en évidence une très grande variation dans le nombre de
chromosomes chez les plantes BC, et BCz. Sur un total de 8 plantes
BC 1 analysées, 3 présentaient entre 2 et 4 chromosomes surnumé-
raires et une plante se caractérisait par l'absence de trois chromo-
somes (données non montrées). Les autres plantes étaient euploides
avec 2n = 4x = 52 chromosomes (Vroh bi et al., 1998). La plante
BC) qui a produit une descendance BCz se caractérisait par un haut
niveau d'association chromosomique (bi, tri, quadri et hexavalents)
en métaphase 1. Elle montrait également un nombre moyen élevé de
chiasmata, indice de fréquents échanges de matériel génétique
(tab!. 3). Deux des trois individus BCz que nous avons analysés
cytogénétiquement étaient euploides. Le dernier présentait seule-
ment 49 chromosomes et était complètement stérile. Les premiers
résultats de l'analyse cytogénétique des individus BCzS 1 et BC3
montrent que la grande majorité de ces génotypes est euploïde
(2n = 4x = 52) mais que certains d'entre eux présentent également
des chromosomes additionnels (rab!. 3).
Quantification de l'expression
du caractère recherché
Les tableaux 4 et 5 donnent les teneurs en terpenoïdes observées au
niveau des boutons floraux et des graines produites par les meilleurs
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Nombre Teneur
Génotype boulons totale en G Hl H2 H3 H4 HGQ
analysés terpénoides mg.kg-' mg.kg·! mg.kg-1 mg.kg-1 mg.kg-' mg.kg-1
mg.kg-1
Parents
G. hirsutum 6 254 60 38 64 25 30 36
G. raimondii 3 1164 1056 108
G. sturtianum 3 23 9 13
Allohexaploide intermédiaire
[G.hirsutum x G.sturtianum]2 2 304 81 28 53 66 76
Descendance rétrocroisée de HRS
BC2S1/9 5 254 160 22 24 8 15 26
BC:Y'9 1 236 166 21 24 6 16 4
1Tableau 4
Teneur en terpénoides
(G =gossypol, Hl, H2, H3, H4 =Heliocides,
HGQ = hémigossypolone) des boutons floraux des parents
el de la descendance rétrocroisée de l'hybride HRS.
BC3 = hybride rétrocroisé de 39 génération.
BC2S, =matériel issu de "autofécondation
d'un hybride rétrocroisé de 29 génération/nombre =numéro
du génotype analysé
au sein de chaque génération.
Nombre Teneur Teneur Teneur Coétficient
Génotype de graines moyenne minimale maximale Ecart-type de variation
analysées mg.kg-' mg.kg-1 mg.kg-1 mg.kg- 1 %
Parents
G. hirsutum 16 9700 6700 14000 1800 18,4
G. raimondii 6 23300 19150 26940 3400 14,8
G. sturtianum 5 6 <6 13 6 100
Allohexaploide intermédiaire
(G.hirsutum x G.sturtianum]2 9 300 70 570 100 56,6
Descendance rélrocroisée de HRS
BC2S,/1/9 16 3300 480 8750 2200 66,2
BC:Y'9 9 4500 1500 6000 1400 31,2
1Tableau 5
Teneur totale en gossypol des graines des parents
et de la descendance rétrocroisée de l'hybride HRS.
BC3 =hybride rétrocroisé de 39 génération.
BC2S1 =matériel issu de l'autofécondation
d'un hybride rétrocroisé de 2 9 génération/nombre = numéro
du génotype analysé
au sein de chaque génération.
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matériels BC3 et BCzS 1 sélectionnés à Gembloux. Toutes les
plantes analysées présentent une teneur totale en terpénoïdes dans
les boutons floraux similaire à celle de l'espèce cultivée. La teneur
en gossypol a été évaluée dans un nombre limité de graines par
génotype (de 5 à 16). Les résultats obtenus montrent que le méca-
nisme inhibant la synthèse de gossypol dans les graines de G. stur-
tianum fonctionne aussi dans des structures synthétiques telles que
l'allohexaploïde [G. hirsutum x G. sturtianum] 2. Environ un
dixième des graines (2 sur 20) produites par le meilleur génotype
BCZS) issu de l'autofécondation d'une plante BCz contenait moins
de 500 mg de gossypol par kg. Selon le groupe consultatif de la
FAO et de l'OMS responsable de l'établissement des nonnes rela-
tives à la valeur alimentaire des protéines, la teneur en gossypol
libre des produits comestibles issus de graines de cotonnier ne doit
pas dépasser 600 mg.kg- l pour que ces produits soient consom-
mables sans risque par les populations humaines. Les plantes que
nous avons obtenues constituent donc un matériel très intéressant
pour développer des cotonniers présentant une très faible teneur en
gossypol dans la graine et une haute teneur en terpénoïdes dans les
organes reproducteurs de la plante.
Utilisation des marqueurs de l'ADN moléculaire
Le nombre de bandes générées par chaque combinaison de sondes
AFLP chez les espèces parentales variait de 72 pour la combinaison
C6 (EcaRI + ACTIMseI + CAG) à 132 pour la combinaison C2
(EcaRI + AAC/MseI + CTT), avec un nombre moyen de 96 bandes
par combinaison. Les cinq combinaisons de sondes ont amplifié un
nombre total de 477 fragments d'ADN panni lesquels 417 (87,4 %)
étaient polymorphes. L'introgression de bandes AFLP spécifiques
de chaque parent a permis de confirmer l'origine interspécifique de
l'hybride HRS. Sur les 70 fragments spécifiques de l'espèce don-
neuse G. sturtianum, 45 étaient présents chez l'hybride HRS et 43
se retrouvaient dans sa descendance BC 1. A côté des bandes spéci-
fiques de chaque espèce parentale (G. hirsutum, G. sturtianum,
G. raimandii), quelques bandes AFLP polymorphes étaient com-
munes à un ou deux parents. Les marqueurs qui ne sont pas trans-
mis lors de chaque génération à la descendance sont soit situés sur
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des chromosomes qui ne sont pas inclus dans les gamètes lors de la
méiose, ou constituent des marqueurs qui subissent des recombi-
naisons modifiant les sites de liaison des sondes. Quatre marqueurs
spécifiques de G. slurtianum (génome C) étaient systématiquement
présents chez toutes les plantes obtenues par rétrocroisement de
l'hybride HRS. De tels fragments peuvent provenir de chromo-
somes qui sont préférentiellement transmis à la descendance du fait
de leur haute affinité d'appariement avec les chromosomes des
autres parents, ou correspondent à des séquences répétées d'ADN
distribuées dans l'ensemble du génome de l'espèce donneuse.
Le degré d'apparentement des génotypes étudiés a été évalué par une
analyse de similarité en utilisant le coefficient de Jaccard (1908). Le
tableau 6 montre la matrice de similarité obtenue entre les espèces
parentales, l' hybride trispécifique et les descendances obtenues par
rétrocroisement. Tous les individus BC2, BC2S 1 et BC) repris au
tableau 6 proviennent d'une seule plante BC, obtenue en croisant
HRS par le cultivar C2 de G. hirsutum. La similarité entre l'espèce
cultivée et les parents sauvages était respectivement de 29,5 % pour
G. sturlianum et de 43,2 % pour G. raimondii ce qui est conforme
aux données disponibles concernant l'apparentement existant entre
le sous-génome D de G. hirsulum et le parent diploide américain
(Endrizzi el al., 1985). Avec un taux de similarité de 66,2 %, l'hy-
bride trispécifique HRS est plus proche du parent cultivé que les
deux espèces diploides sauvages utilisées pour sa création. Le den-
drogramme généré par l'analyse UPGMA des profils de marqueurs
obtenus pour les génotypes analysés est présenté dans la figure 2.
Les positions des espèces parentales dans ce dendrogramme sont en
accord avec la classification phylogénique actuelle du genre
Gossypium basée sur des données morphologiques et cytogénétiques
(Endrizzi et al., 1985). L'espèce diploïde australienne est la première
à être séparée, suivie par G. raimondii. Le cotonnier cultivé est
groupé avec l'hybride tri spécifique et sa descendance obtenue par
rétrocroisement. L'examen des générations obtenues par rétrocroise-
ments successifs de l'hybride trispécifique montre que l'augmenta-
tion du degré de similarité chez ces matériels n'est pas évidente,
surtout dans le cas des souches obtenues par autofécondation d'un
individu introgressé issu d'un rétrocroisement. L'analyse de la simi-
larité génétique au moyen de marqueurs AFLP devrait donc per-
mettre de faciliter l'identification à chaque génération des individus
Hirs Raim Slurt HRS BC,/l BC?,1 BC?,1/3 BC:1S,/5 BC2S,17 BC2S,19 BC2S,/11 BC2S,/12 BCyl/1 BCy l/2 BCyl/6 BCy l/9 BCfl/11 BCy l/14 BCfl/15 BCy3l1 BCy3l5
Hirs 1,000
Raim 0,432 1,000
Sturt 0,295 0,281 1,000
HRS 0,662 0,477 0,478 1.000
BC,/1 0,720 0,420 0,411 0,799 1,000
BC?,1 0,750 0,439 0,373 0,740 0,850 1,000
BC?,1/3 0,801 0,434 0,338 0,711 0,844 0,866 1,000
BC2S,/5 0,768 0,448 0,363 0,776 0,807 0,811 0,858 1,000
BC2S,17 0.773 0,424 0,361 0,736 0.803 0,791 0,843 0.914 1,000
BC2S,19 0,765 0,435 0,366 0,721 0,781 0,769 0,825 0,896 0,961 1,000
BC2S,/l1 0,745 0,424 0,362 0,735 0,781 0,769 0,802 0,898 0,890 0,872 1,000
BC2S,/12 0,745 0,427 0.341 0,701 0,758 0,770 0,827 0,858 0,843 0,847 0,823 1,000
BCy1/1 0,790 0,439 0,321 0,689 0,756 0,793 0,866 0,870 0,858 0,833 0,830 0,928 1,000
BCy1l2 0.798 0,435 0.335 0,713 0,781 0.805 0,853 0.884 0,870 0,857 0.855 0,901 0,963 1.000
BCy1/6 0,805 0,434 0,335 0,727 0,807 0,822 0,882 0,914 0,888 0,875 0,890 0,883 0,907 0,929 1,000
BCy l/9 0,761 0,448 0,355 0,718 0,773 0,775 0,831 0,879 0,870 0,858 0,855 0,837 0,846 0,875 0,899 1,000
BCy 1/11 0,766 0,440 0,354 0,739 0,806 0,794 0,852 0,917 0,921 0,921 0,893 0,864 0,871 0,873 0,903 0,903 1,000
BCyl/14 0,691 0,420 0,338 0,677 0,755 0,747 0,775 0,811 0,818 0,827 0,788 0,774 0,747 0,789 0,823 0,801 0,844 1.000
BCy l/15 0,789 0,425 0,340 0,737 0,799 0,837 0,851 0.917 0.892 0,898 0,825 0,879 0,880 0.874 0,892 0,880 0,933 0,914 1,000
BCi3/1 0,681 0,436 0,335 0,677 0,741 0,737 0,775 0,806 0,807 0,822 0,783 0,769 0,737 0,789 0,801 0,784 0,838 0,922 0,896 1,000
BCy3l5 0,664 0,435 0,344 0,653 0,714 0,700 0,743 0,786 0,780 0,801 0,727 0,737 0,745 0,738 0,757 0,754 0,793 0,913 0,902 0,926 1,000
1Tableau 6
Matrice de similarité basée sur le coefficient de Jaccard pour les espèces parentales, l'hybride trispécifique HRS et ses descendances
obtenues par rétrocroisemenl. STURT =G. sturtianum. RAIM = G. raimondii. HIRS =G. hirsutum, HRS =hybride trispécifique G. hirsutum x
G. raimondii x G. sturtianum. BC1 ' BC2, BC3 = hybrides rétrocroisés de 1ra. 2a et 3a génération, BC2S, = matériel issu de l'autofécondation
d'un hybride rétrocroisé de 2a génération/nombre = numéro du génotype analysé au sein de chaque génération.
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1Figure 2
Relations génétiques entre les espèces parentales (G. hirsutum,
G. raimondii, G. sturtianum), l'hybride HRS et sa descendance
obtenue par rétrocroisement : dendrogramme établi sur base
de l'analyse des données AFLP grâce à l'utilisation de la méthode
UPGMA et le coefficient de similarité de Jaccard.
STURT = G. sturtianum, RAIM = G. raimondii, HIRS = G. hirsutum,
HRS =hybride trispécifique G. hirsutum x G. raimondii
x G. sturtianum. BC l ' BC2 , BC3 =hybrides rétrocroisés
de 1ra, 2a et 3a génération, BC2S1 = matériel issu de l'autofécondation
d'un hybride rétrocroisé de 2a génération/nombre = numéro
du génotype analysé au sein de chaque génération.
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à la fois les plus intéressants au niveau de l'expression du caractère
recherché et génétiquement les plus proches de l'espèce cultivée.
Sur les 49 marqueurs RFLP analysés, 10 combinaisons sonde/
enzyme ont détecté une introgression de segments d'ADN de l'es-
pèce donneuse G. sturtianum chez l'hybride trispécifique et chez sa
descendance obtenue par rétrocroisement par G. hirsutum (tab!. 7).
Groupes de Marqueurs Enzymes de Présence (+), absence (.) des marqueurs G. sturtianum dans la descendance de l'hybride HRS
liaison RFLP restriction BC,(12) BC2(4) BC2S, (10) BC3(12)
Chrs 1 A1204 EcoRI + + + . + + • + • + + + + . . + + • • + •
A1794 EcoRI .+-.---+++.+--
Chrs 10 A1183 Hindlll + + + + + + + + + + + + + - + - - + • + -
Chrs 15 A1109 EcoRV + + - + + - + - + + - + + - -
Chrs 22 A1310 Cfol + - . + • . • • + + + - + + - . + • + - + - - + •
G1074 EcoRI • + - - + • - - + - • + -
A07·U07 A1135 EcoRV + + + + . - + - - + -
004-Chrs 10 A1163 EcoRI - - + -
007·Chrs 5A 1535 Xbal . + + + - - + + -
U01 M16·40 EcoRI • + •• - -
1Tableau 7
Distribution des marqueurs RFLP introgressés
à partir de l'espèce donneuse G. sturtianum
dans la descendance obtenue par rétrocroisement de l'hybride HRS.
Le nombre de génotypes analysés à chaque génération
est indiqué entre parenthèses.
Les groupes de liaisons correspondent à ceux de Reinish et al. (1994).
L'analyse des profils RFLP indique que ces segments d'ADN ont
été introgressés à partir de 8 groupes de liaison de G. sturtianum
présents chez HRS. Les individus des générations de rétrocroise-
ment présentent une ségrégation pour ces marqueurs et aucune
descendance rétrocroisée ne les contient tous. En considérant l'en-
semble des plantes analysées, la taille totale des segments intro-
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gressés en provenance de G. slurlianum représente approxima-
tivement 50 cM pour les la combinaisons sonde/enzyme détectant
une introgression. Une importante variation est observée entre les
sondes au niveau de la détection de segments introgressés dans la
descendance de HRS. Par exemple, la sonde A1204 du chromosome
1a permis de détecter une introgression chez 13 individus de la des-
cendance obtenue par rétrocroisement de HRS alors que la sonde
M16-40 du groupe de liaison UOI n'a permis de détecter une intro-
gression que chez un seul génotype. Le nombre de fragments intro-
gressés varie également fortement entre les générations. Tous les
la fragments d'ADN étaient présents parmi les individus issus du
1er rétrocroisement de HRS, alors que leur nombre était beaucoup
plus faible dans les générations ultérieures (BCz, BC2S l et BC3).
L'analyse des introgressions en provenance de J'espèce pont montre
la présence de huit segments de chromosome de G. raimondii chez
HRS. En BC3, nous avons retrouvé 5 des 8 marqueurs de cette
espèce.
L'introgression de segments d'ADN à partir des espèces sauvages a
été de deux types. Dans la plupart des cas, les allèles RFLP carac-
téristiques de l'espèce cultivée et de l'espèce diploïde étaient pré-
sents et les individus de la descendance étaient hétérozygotes au
niveau du locus introgressé. Exceptionnellement, un des allèles
RFLP de G. hirsulum a été remplacé par J'allèle correspondant de
J'espèce sauvage ce qui est un indice de recombinaison réciproque.
Discussion
Nos résultats montrent que les espèces diploïdes australiennes du
génome C peuvent être exploitées avec succès pour l'amélioration
de la principale espèce de cotonnier cultivé grâce à la création d'hy-
brides trispécifiques incluant une espèce diploide américaine
(génome D) comme pont. Chez de tels hybrides, le nombre d'appa-
riements observés entre les chromosomes des génomes Ah et C est
suffisant pour permettre l'échange de matériel génétique et le pro-
duction de plantes euploides introgressées.
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Cette méthode nous a permis d'obtenir par rétrocroisement de
l'hybride trispécifique HRS des plantes introgressées présentant
une diminution drastique de leur teneur en gossypol dans la graine
(moins de 600 mg.kg- I de gossypol) et une teneur en terpénoïdes
normale dans leurs boutons floraux. Une amélioration sensible de
l'appariement chromosomique et de la fertilité des génotypes
introgressés a été constatée au fur et à mesure de l'avancement
dans les générations de rétrocroisement. Un nombre restreint de
gènes dominants semble contrôler l'inhibition de la synthèse du
gossypol dans la graine. Ces plantes constituent un matériel très
intéressant pour le développement de variétés commerciales de
cotonnier présentant une très faible teneur en gossypol dans la
graine et une teneur normale en terpénoïdes dans les organes repro-
ducteurs de la plante.
Les marqueurs moléculaires de ]' ADN sont des outils prometteurs
pour suivre l'introgression de segments de chromosomes d'espèces
sauvages liés à des caractères intéressants chez des lignées amélio-
rées de la principale espèce de cotonnier cultivé. Nous avons utilisé
les marqueurs AFLP pour déterminer la similarité existant entre dif-
férents génotypes introgressés et la variété de G. hirslttum utilisée
dans un programme de sélection récurrente réalisé à partir de l'hy-
bride trispécique HRS. La classification des espèces parentales
obtenue au moyen des données générées par les marqueurs AFLP
est cohérente avec les connaissances actuelles relatives à la phylo-
génie du genre Gossypium. Seulement cinq combinaisons de sondes
ont suffi pour obtenir 477 fragment AFLP, ce qui est nettement plus
élevé que les 375 bandes produites sur le même matériel végétal en
utilisant 30 sondes RAPD (Mergeai et al., 1998). Bien que le pour-
centage de bandes AFLP polymorphes (87,4 %) soit légèrement
plus faible que dans le cas de la RAPD (90,4 %), les marqueurs
AFLP sont plus efficaces pour détecter des bandes spécifiques chez
les espèces diploïdes sauvages. Ainsi, 70 marqueurs AFLP spéci-
fiques de l'espèce donneuse (G. sturtianum) ont été détectés pour
seulement 49 marqueurs RAPD spécifiques de celle espèce. Nos
travaux confirment donc l'intérêt de ce type de marqueurs pour
assister la sélection de génotypes introgressés issus d'hybrides
interspécifiques.
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L'utilisation de marqueurs AFLP et RFLP spécifiques a pennis de
montrer que la composition génomique de l'hybride trispécifique et
de la majorité des descendances obtenues par rétrocroisement était
du type ACDD, les chromosomes D provenant de G. hirsutum
(2 (AD)l) ou de l'espèce pont G. raimondii (2Ds). Aucune distinc-
tion entre les deux types de chromosomes D n'était possible dans
nos recherches cytogénétiques précédentes du fait de leur similarité
de fonne et de taille (Vroh Bi et al., 1998). Le polymorphisme
généré par les sondes RFLP nous a pennis d'identifier assez facile-
ment les segments de chromosome introgressés. L'hybridation des
marqueurs RFLP a également montré que la majorité des descen-
dances étaient hétérozygotes pour les allèles parentaux. Cette obser-
vation est cohérente avec l'inclusion de chromosomes entiers des
parents sauvages et/ou avec une introgression par translocation.
Néanmoins, sur les 11 combinaisons sonde/enzyme détectant une
introgression à partir des parents sauvages, trois combinaisons ont
mis en évidence des recombinaisons réciproques. Le nombre impor-
tant d'univalents, de multivalents et de chiasmata observé lors de
l'analyse cytogénétique de ce matériel laissait prévoir l'existence de
ces deux types d'introgression.
Nos travaux constituent la première tentative de caractérisation de
l'introgression au niveau moléculaire de segments de chromosomes
d'une espèce diploide australienne chez la principale espèce de
cotonnier cultivé. La capacité de suivre des régions de chromo-
somes sur plusieurs générations dans la descendance de croisements
dirigés devrait pennettre d'identifier les liens existant entre ces
fragments et des caractères agronomiques importants. Le constat au
niveau des plantes analysées d'une ségrégation à la fois pour des
marqueurs RFLP caractéristiques de segments de chromosomes
connus et pour le caractère recherché, devrait pennettre d'aboutir à
terme à la cartographie du caractère « faible teneur en gossypol de
la graine, haute teneur en gossypol de la plante ».
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Diversité génétique
des épeautres cultivés
et des anciennes races locales
Étude révélée par analyse de microsatellites
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1Introduction
Selon la classification des blés (MacKey, 1966), J'épeautre [Triticum
aestivum (L.) TheIl. ssp. spelta (L.) Theil.] et le blé tendre [Triticum
aestivum (L.) Theil. ssp. vulgare (Will.) MK.] représentent deux des
six groupes qui constituent l'ensemble des blés hexaploïdes de
génome AABBDD. L'épeautre est cultivé principalement sur des
terres marginales en Allemagne, Suisse, Autriche et Belgique.
Les différences entre l'épeautre et le blé sont peu nombreuses mais
bien marquées (Campbell, 1997). L'épeautre possède un rachis cas-
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sant et son grain ne se décortique pas spontanément au battage, con-
trairement au blé. L'épeautre est généralement plus grand et pos-
sède des épis plus longs que le blé (Winzeler et al., 1994). Sa
croissance est plus vigoureuse en conditions défavorables (Riesen
et al., 1986; Rüegger et al., 1990, 1993) et sa teneur en protéines
est plus élevée (Schmid et Winzeler, 1990). Il est particulièrement
adapté à l'alimentation animale et est actuellement apprécié pour la
fabrication de produits du terroir.
Les principales limitations agronomiques de l'épeautre sont sa sen-
sibilité à la verse et son faible rendement. Au cours des dernières
décennies, la principale stratégie suivie pour améliorer l'épeautre a
été de le croiser avec le blé. Cependant, les utilisateurs et améliora-
teurs recherchent actuellement des caractères plus typiques de
l'épeautre. La généalogie des épeautres actuels laisse penser que
leur base génétique est très étroite. L'utilisation des ressources
génétiques en épeautre paraît attrayante pour son amélioration. Une
meilleure connaissance de la diversité génétique de celte céréale est
donc requise.
Chez le blé tendre, les microsatellites détectent plus de polymor-
phisme que les RFLP dans les études de biodiversité (Roder et al.,
1995). Le but du présent travail est de déterminer les potentialités
des études de microsatellites développées chez le blé tendre pour
déterminer le niveau de variabilité existant parmi les épeautres.
1Matériel et méthodes
Matériel végétal
Dans un premier temps, 30 accessions d'épeautre et 9 de blé tendre
ont été étudiées. Les épeautres étudiés représentent la plupart des
cultivars disponibles et des lignées les plus prometteuses pour les
régions où l'épeautre est habituellement cultivé. Ils proviennent de
programmes d'amélioration menés en Allemagne, Suisse et
Belgique. Dans un deuxième temps, 148 épeautres supplémentaires
l
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ont été étudiés, pour la plupart d'anciennes races locales, provenant
de différentes collections en Europe et aux USA.
Extraction de l'ADN
Les feuilles de plantules ont été maintenues une nuit à -70 oC, puis
broyées et homogénéisées dans de l'azote liquide. Le tampon d'ex-
traction (600 j.J 1de 100 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 500 mM
NaCI, 10 mM p-mercaptoéthanol) a été ajouté et le mélange incubé
à 100 OC pendant 10 mn, puis centrifugé à 14000 tr/mn à 4 oC durant
15 mn. Le surnageant a été transféré dans deux volumes d'éthanol
absolu (-20 oC) et 1/10 volume d'acétate d'ammonium IOM, incubé
à -70 oC pendant 30 mn et centrifugé comme ci-dessus. L'ADN pré-
cipité a été séché à l'air, puis resuspendu dans 50 j.Jl d'une solution
Tris 10 mM - EDTA 1 mM. Après incubation dans 2 j.JI d'une solu-
tion de RNAse à 10 mg/ml à 37 oC durant 15 mn, l'ADN a été fina-
lement dilué 100 fois.
Microsatellites et amplification PCR
Les 23 llÙcrosatellites (Wheat Microsatellites) publiés par Plaschke
el al. (1995) ont été analysés. Les amorces ont été synthétisées par
Eurogentec, Belgique. L'amplification PCR a été réalisée selon la
procédure décrite par Roder el al. (1995), avec toutefois les modifi-
cations suivantes : 0,5 U de laq polymérase (Pharrnacia Biotech,
Belgique), marquage d'une des amorces de chaque paire à l'extré-
mité 5' par la fluorescéine, 30 cycles PCR (therrnocycleur Techne
Cyclogene™ Dri-Block).
Électrophorèse
Les fragments amplifiés par PCR ont été détectés sur un séquenceur
ALE Express (Pharrnacia). Les gels dénaturants ont été préparés
avec du DNAIPage readysol 6 %, 7 M urée et 0,6 x TBE, Temed
0,088 % et persulfate d'ammonium 0,35 %. Un volume de 2,5 j.Jl
de produits PCR dénaturés a été chargé avec 5 j.Jl de loading dye
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(contenant 5 mg/ml de bleu dextrane et de la formamide 5 %) et des
marqueurs internes de 60, 123, 193 et 250 pb. Les conditions de
migration étaient 1 500 V, 50 mA, 34 W, 55 oC, le tampon de migra-
tion 0,6 x TBE ; l'intervalle d'échantillonnage était flXé à 2 s. La
migration était tenninée après 80 mn.
Analyse de données
La taille des fragments a été déterminée par le programme
AlJelinks, en prenant la taille de l'allèle séquencé de Chinese Spring
comme référence (Plaschke et al., 1995). Les distances génétiques
(DG) basées sur les données microsatellites ont été calculées par la
formule 1 - proportion d'allèles partagés (Bowcock et al., 1994). Le
dendrogramme a été construit en utilisant la méthode UPGMA dans
le logiciel Phylip de 1. Felsenstein.
1Résultats
Analyse de 3D épeautres et 9 blés modernes
Application des microsatellites
développés sur le blé tendre
Des produits d'amplification ont été obtenus avec chacun des
23 microsatellites testés. Cependant, plusieurs n'ont pas produit
d'amplification claire et répétitive pour plusieurs génotypes de blé
et d'épeautre. Pour d'autres, dont l'unité de répétition n'était que
d'une paire de nucléotides, la détermination exacte de la taille des
allèles s'est révélée malaisée. Seuls les 17 autres microsatellites ont
été retenus pour les analyses ultérieures.
Allèles chez l'épeautre et le blé tendre
Chaque accession présente une composition allélique unique, à l'ex-
ception de la paire d'épeautres Sertel-Ostar. Un total de 113 allèles
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différents a été trouvé, pamù lesquels 34 sont spécifiques d'une
accession unique (30,1 %). Le nombre total d'allèles est de 88 chez
l'épeautre et de 70 chez le blé, parmi lesquels 43 sont spécifiques
de l'épeautre (48,9 %) et 25 spécifiques du blé (35,7 %). Au total,
60,2 % des allèles sont spécifiques d'un groupe (épeautre ou blé
tendre).
Le nombre moyen d'allèles par (Wheat Microsatellites) est de 6,65
± 2,83 (moyenne ± déviation standard) et varie de 2 à 13, la valeur
de PIC moyen est de 0,64 ± 0,16 et varie de 0,26 à 0,84. Pour plu-
sieurs WMS, les valeurs de PIC diffèrent nettement entre l'épeautre
et le blé. Des différences dans la distribution de fréquence de la taille
des allèles entre blé et épeautre ont également été observées (fig. 1).
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1Figure 1
Distribution de fréquence des allèles chez le blé et l'épeautre
aux loci WMS 18,95,154 et 174.
Distances génétiques intra et inter des groupes
La DG moyenne, deux à deux sur les 39 génotypes, est de 0,656
± 0,181 et varie de 0 à 1. Les DG sont sensiblement plus faibles
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parmi les épeautres (0,573 ± 0,172) que parnù les blés (0,706
± 0,14), attestant de la faible variabilité génétique des cultivars
modernes d'épeautres.
La distance moyenne, deux à deux entre chaque épeautre et chaque
blé tendre, est de 0,782 ± 0,113. Ainsi, la distance moyenne entre
les groupes est supérieure à la distance moyenne à l'intérieur de
chaque groupe pris séparément, montrant que, malgré les nombreux
croisements réalisés entre le blé et l'épeautre, les deux groupes res-
tent distincts.
Dendrogramme
La première division dans le dendrogramme isole le blé « Chinese
Spring » de l'ensemble des autres accessions. La division suivante
sépare les 30 épeautres et le blé Renan des 7 blés tendres restants.
Dans le groupe des épeautres, Renan et trois épeautres les plus
éloignées des autres - Schwabenkorn, 65313 et Balmegg - sont
les premiers isolés. La division suivante dans le groupe des
épeautres sépare les accessions belges et l'épeautre suisse
Oberkulmer de toutes les autres accessions suisses. Les accessions
allemandes (issues de croisements entre accessions suisses,
belges, allemandes et autrichiennes) sont distribuées parmi ces
deux groupes, le plus souvent en accord avec leur pedigree. Dans
le groupe suisse, Altgold et son descendant direct 73.88.02 for-
ment un groupe, de même que Ostro et ses descendants. Dans le
groupe belge, la famille de Rouquin est la prenùère isolée. Les
autres accessions sont divisées en deux groupes: d'une part, la
famille d'Hercule et d'autre part Oberkulmer et deux de ses des-
cendants directs.
Nombre de loci testés
Afin de tester si le nombre de marqueurs utilisés est suffisant ou
non, l'analyse a été effectuée plusieurs fois en élinùnant successi-
vement les WMS les moins polymorphes. La rétention des 10 WMS
les plus polymorphes a révélé une composition unique en allèles
pour chaque accession, à l'exception de la paire Sertel-Ostar,
comme c'était le cas avec les 17 WMS. Elle n'a amené aucun chan-
gement majeur ni dans les DG ni dans le dendrogramme. La corré-
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lation entre les distances deux à deux obtenues avec 10 et 17 WMS
(fig. 2) est élevée (0,91 ***).
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1Figure 2
Diagramme de dispersion des relations
entre distances génétiques calculées pour 741 comparaisons
deux à deux entre 39 accessions de blé tendre et d'épeautre,
sur base de l'ensemble des 17 microsatellites
et des 10 microsateltites les plus polymorphes.
Étude des anciennes races locales
La détermination des distances génétiques et la construction du den-
drogramme reprenant les 178 épeautres (30 cultivars et lignées
avancées et 148 anciennes races locales) ont révélé que la diversité
génétique était nettement supérieure parmi les races locales que
parmi les épeautres modernes.
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Discussion
Potentialités des microsatellites du blé
pour le génotypage de l'épeautre
Aucun problème particulier n'a été rencontré lors de l'application
des WMS à l'épeautre. L'absence d'amplification chez certaines
accessions s'est produite aussi bien sur des blés que sur des
épeautres. Ces résultats contrastent fortement avec l'application des
WMS à d'autres céréales telles que l'orge et le seigle (Rôder el al.,
1995). Ces observations accréditent la vision du blé tendre et de
l'épeautre comme deux sous-groupes d'une même espèce (MacKey,
1966 ; Campbell, 1997).
Des études antérieures ont démontré que les microsatellites révé-
laient plus de polymorphisme que n'importe quel autre marqueur
chez le blé (Roder el al., 1995 ; Plaschke el al., 1995; Bryan el al.,
1997). La valeur de PIC obtenue dans l'étude présente pour le blé
tendre - 0,64 - confirme cette observation.
Avec 17 loci, les profils al1éliques générés permettent de différen-
cier les 741 paires de génotypes, excepté Sertel-Ostar. Une très
bonne discrimination génotypique a été obtenue en utilisant
7 microsatellites chez le soja (Rongwen el al., 1995), 10 chez le riz
(Garland el al., 1999) et lIchez l'orge (Russell el al., 1997). Des
DG et dendrogrammes ont été générés avec 10 microsatellites chez
le riz (Garland el al., 1999),15 chez l'orge (Struss et Plieske, 1998)
et 23 chez le blé tendre (Plaschke el al., 1995).
De plus, notre étude a démontré que la réduction à 10 loci n' ap-
portait aucune perte d'information notable, ni dans l'identification
des génotypes, ni dans les DG, ni encore dans la construction du
dendrogramme. Ce résultat prouve la validité du protocole utilisé
et les potentialités des microsatellites pour le génotypage, la
détermination des distances génétiques et la reconstruction de
phylogénies.
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Distance entre l'épeautre et le blé tendre
Dans cette étude, toutes les amorces mises au point pour le blé tendre
ont fourni des produits d'amplification chez l'épeautre, accréditant
l'idée que les différences entre ces deux groupes sont du niveau
intraspécifique. Cependant, les DG entre accessions des deux
groupes sont supérieures à celles d'un seul groupe. De plus, le den-
drogramme généré par les données moléculaires sépare clairement
les 30 épeautres de la majorité des blés. Des études antérieures
avaient conduit à la même conclusion. Liu et al. (1990), Keller et al.
(1999 a, b) et Messmer et al. (1999) ont observé un niveau élevé de
polymorphisme de longueur de fragments de restriction entre blé
tendre et races locales d'épeautre. Les deux groupes sont également
séparés dans l'étude de Dvorak et al. (1998). Des différences ont
également été observées entre des cultivars modernes d'épeautre et
le blé tendre dans des études de marqueurs RFLP (Siedler et al.,
1994). Ceci suggère que, malgré l'utilisation fréquente de blé tendre
dans les programmes d'amélioration de l'épeautre, les cultivars
modernes d'épeautre restent distincts du blé tendre.
1Conclusion
Nous démontrons ici l'utilité des microsatellites du blé tendre pour
les études génétiques chez l'épeautre, les potentialités des distances
génétiques basées sur la proportion d'allèles partagés pour la
reconstruction de phylogénies dans un groupe de génotypes proches
les uns des autres, l'étroitesse de la base génétique des cultivars
modernes d'épeautre, et la plus grande diversité parmi les anciennes
races locales. Cette approche peut être appliquée à l'étude des res-
sources génétiques en races locales d'épeautre, pour aider à la
construction d'une « core collection» et pour servir de guide dans
le choix de races locales en épeautre pour des programmes d'amé-
lioration, afin d'élargir la base génétique de l'épeautre moderne.
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Diversité de la capacité
fixatrice d'azote de
Faidherbia albida au Sénégal
D. Dioufl -3
C. Campal -2
M. Noirot2
1Introduction
Faidherbia albida, également appelé Acacia albida, est couramment
intégré dans les systèmes agroforestiers des zones arides et semi-
arides du Sénégal, constituant ainsi, dans le centre-ouest du pays, la
zone de parcs à Faidherbia. Cet arbre, de la famille des légumi-
neuses Mimosoïdées, présente un intérêt non seulement pour sa pro-
duction de bois et de fourrage, mais aussi pour son effet bénéfique
sur les cultures associées (Charreau et Vidal, 1965 ; Louppe, 1990 ;
Ohver et al., 1996). Cet effet peut être attribué à trois caractéris-
tiques de l'arbre. Ainsi, F albida présente une phénologie inversée
qui lui permet de fournir un ombrage en pleine saison sèche. De
plus, sa structure racinaire, en forme de pivot qui peut descendre à
, Laboratoire de Microbiologie des sols, 1RD Bel-Air, BP 1386, Dakar,
Sénégal.
2 Laboratoire GeneTrop, IRD Montpellier, BP 5045, 34032 Montpellier
cedex 1, France.
3 Département de Biologie végétale, université Cheikh Anla Diop,
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plus de 30 m de profondeur, ainsi que sa capacité à établir des sym-
bioses avec des bactéries fixatrices d'azote (Duhoux et Dommergues,
1986 ; Giller et Wilson, 1991 ; Dupuy et Dreyfus, 1992) lui permet-
tent de participer à la restauration de la fertilité du sol sans entrer en
concurrence avec les cultures intercalaires. Chez F. albida, la sym-
biose fixatrice d'azote est établie essentiellement avec des
Bradyrhizobium (Assefa et Kleiner, 1998). Elle se traduit par la for-
mation, au niveau des racines, de nodosités dans lesquelles les bac-
téries transforment l'azote atmosphérique en ammonium grâce à
l'activité de la nitrogénase bactérienne (fig. J). L'ammonium ainsi
fomlé est alors intégré dans les molécules organiques grâce à la glu-
tamine synthétase des cellules de la racine. Le transport de l'azote
fixé est alors réalisé principalement sous forme d'amides, asparagine
et glutamine (Campa et al., 2000). Cependant, cette association four-
nit à F. albida une capacité fixatrice faible, surtout dans les zones
sahéliennes (Dommergues, 1995) et très variable (Sanginga et al.,
1990 ; Ndoye et al., 1995), même entre populations issues du
Sénégal (Gueye et al., 1997). Cette variabilité est généralement attri-
buée à l'origine géographique des graines et à leur diversité géné-
tique, sans que des études précises aient été entreprises dans ce sens.
nest cependant bien établi que, de par leur fort taux d'allogamie, les
populations de F. albida d'Afrique de l'Ouest présentent un taux de
polymorphisme et une diversité génétique très élevés (Joly et al.,
1992). Aussi, nous nous sommes intéressés à étudier l'impact du fac-
teur géographique et de la diversité génétique sur la diversité de l'ap-
titude à fixer l'azote dans des populations sénégalaises de F. albida.
Cette étude doit cependant être réalisée en conditions contrôlées afin
de maîtriser le processus de colonisation de la plante par la bactérie,
conditions qui imposent la récolte des plantes à un stade jeune pour
lequel le pool d'azote fixé est faible. Aussi, l'évaluation plante à
plante de la capacité fixatrice, indispensable pour l'analyse, ne peut
être faite à l'aide des techniques classiques: marquage isotopique
(15N) ou évaluation de l'activité nitrogénase des nodosités par la
mesure de son activité réductrice d'acétylène (ARA). Dans les nodo-
sités de soja, il a été montré qu'une corrélation existe entre les activi-
tés de la nitrogénase et de la glutamine synthétase (KoW et al., 1990).
Nous avons donc, dans un premier temps, recherché si cette corréla-
tion existait chez F. albida, afin d'utiliser l'activité GS nodulaire,
d'une évaluation relativement aisée, comme marqueur de la fixation.
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1Figure 1
Métabolisme de l'azote fixé dans des cellules de racines
de Faidherbia albida colonisées par des souches
de Bradyrhizobium fixatrices d'azote.
Matériel et méthodes
Le matériel végétal
Les graines de Faidherbia albida (Del.) A Chev. (syn. Acacia albida
Del.) ont été récoltées dans quatre zones du Sénégal différant par
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leurs conditions climatiques et la densité des populations d'arbres.
La première partie du travail a été réalisée sur le mélange des graines
de chacune des trois zones analysées (deux appartenant à la zone des
parcs, une venant de la zone Sud du Sénégal). Pour la deuxième par-
tie, les récoltes ont été faites en tenant compte du pied d'origine des
graines pour les trois lots considérés (un venant de la zone des parcs,
une de la zone Ouest et une de la zone Nord du Sénégal).
Les conditions de culture et d'inoculation
Les graines de F. albida sont prétraitées par trempage de 30 mn dans
H2S04, rincées à l'eau distillée stérile puis mises à germer pendant
48 h en boîte de Petri (obscurité, 37 OC). Les germinations sont
alors mises en culture soit in vitro, en tubes (Gibson, 1963), dans
une chambre éclairée (16 h jour/8 h nuit) et thermostatée (30 OC),
soit en serre, dans du sol stérilisé (gaines contenant un mélange
sollvermiculite : 2/1). La souche de Bradyrhizobium ORS 188 utili-
sée pour l'inoculation a été isolée de nodules de F. albida.
Conservée en collection au laboratoire, elle a été sélectionnée pour
sa grande effectivité sur cet arbre. Les inoculations sont réalisées à
l'aide d'une culture liquide en milieu YM (Vincent, 1970) conte-
nant 108 bactéries.ml- I, une semaine après la mise en culture pour
les tubes Gibson et au moment de la plantation pour les expérimen-
tations en serre.
Évaluation de la croissance
et de la fixation d'azote
À chaque prélèvement, la taille et la masse fraîche des différents
organes sont évaluées pour chaque individu. Pour les cultures en
gaine, un seul prélèvement est réalisé après 45 jours de culture en
présence de la souche bactérienne.
L'activité glutamine synthétase (AGS) est évaluée dans les nodosi-
tés, racines et feuilles. Les échantillons congelés (-80 OC) sont
broyés à 4 oC dans un mortier en présence de PVP 10 et de sable de
Fontainebleau dans le tampon Tris-HCI 50 mM à pH 8,4 contenant
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1 IlM Na2Mo04' 10 IlM FAD, 1 mM Na2 EDTA, 5 mM cystéine,
1 Il M leupeptine, II mM mercaptoethanol et 1 mM DTT. Les extraits
sont obtenus dans le surnageant après centrifugation (15 ()()() rpm,
20 mn, 4 OC) et dosés selon la technique de O'Neal et Joy (1973).
L'activité est exprimée en Ilmoles de y-glutaraldéhyde formées par
heure et par plante ou par gramme de matière fraîche.
L'activité nitrogénase des nodosités est évaluée par la mesure de
l'activité réductrice d'acétylène (ARA) selon la technique de Hardy
et al. (1973). Elle est réalisée sur des échantillons constitués de une
à trois plantes et exprimée en Ilmoles d'éthylène formées par heure
et par gramme de matière fraîche de nodosités.
Analyse RAPD
L'extraction d'ADN est réalisée sur des feuilles conservées à -80 oc.
Après broyage (80 Ilg) à 4 oC dans 500 III de tampon d'extraction
(200 mM Tris-HO, pH 8,0 contenant 0,5 % SDS (w/v), 25 mM
EDTA et 250 mM NaCI), les extraits sont mis à incuber 1 h à 60 oC,
puis centrifugés (5 mn, 4 000 x g). Le surnageant est alors extrait
par 500 III de phénol. Après une nouvelle centrifugation (2 rnn,
10 000 x g), la phase supérieure est lavée par un mélange
phénol/chloroforme (250/250 Ill) puis phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (250/240/10 Ill). Ensuite, l'ADN est précipité par 70 III
d'acétate d'ammonium (7,5 mM) dans 600 III d'éthanol 95 %, puis
culotté par centrifugation (5 rnn, 10 000 x g) et lavé à l'éthanol
70 %. Le culot est alors séché puis remis en suspension dans 100 III
de tampon TE (10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA).
Les amplifications d'ADN sont réalisées dans un volume final de
25 III contenant du Tris-HCI pH 9,0 (10 mM), du (NH4h S04
(2,5 mM), du Tween 20 à 0,001 % (w/v), du MgCI2 (1,5 mM),
50 IlM de chaque dNTP (Bohringer Manheim), 1 IlM d'oligonu-
cléotides, 50 ng d'ADN et 0,25 unité de DNA polymerase Goldstar
(Eurogentec). Les amplifications sont réalisées dans un thermocy-
cleur (Perkin Elmer) programmé pour une phase de dénaturation à
94 oC pendant 3 mn, suivie par un cycle à 35 oC pendant 4 mn,
72 oC pendant 2 mn, puis 45 cycles à 94 oC pendant 1 mn, 35 oC
pendant 1 mn et 72 oC pendant 2 mn. Les réactions se terminent par
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une phase d'extension de 10 mn à 72 oc. Les produits d'amplifica-
tion sont séparés par électrophorèse sur gel d' agarose (1,2 %) dans
le tampon TBE. Les produits d'amplification (Random amplified
polymerase DNA reaction : RAPD) sont visualisés sous lumière UV
après marquage au bromure d'éthidium (15 mn, solution à 10 IJg/ml).
Sur les 12 amorces testées, 8 ont été retenues (tab\. 1) pour discri-
miner les individus (44 feuilles issues de cinq arbres de trois zones
géographiques). Pour l'analyse, les bandes RAPD sont enregistrées
corrune présentes (1) ou absentes (0).
1Tableau 1
Séquence nucléotidique (Eurogenlec)
des amorces ayant généré
des produits d'amplification
chez Faidherbia albida.
Code Séquence (5'- 3')
1 AGCCAGCGAA
2 GGCTCGTACC
3 GTIAGCGGCG
4 CGGAGAGTAC
5 CGAGGCGCAA
6 CGGGAGACCC
10 GGTGGGTGCT
11 GTGGCTCTGA
Analyse statistique
Les variables brutes sont relevées sur 160 plantes et consistent en
deux descripteurs géographiques (site et arbre de collecte), trois
paramètres de croissance (hauteur de tige, masse fraîche des feuilles
et des racines), deux paramètres biochimiques d'évaluation du
métabolisme azoté (AGS dans les feuilles et dans les racines) et
deux estimateurs de la symbiose et de la fixation d'azote (masse et
AGS des nodosités). Les activités enzymatiques sont exprimées en
IJ moles par heure et par plante ou par gramme de matière fraîche.
Des variables relatives, représentant la proportion de biomasse de
chaque partie de la plante par rapport à la biomasse totale (% de
masse racinaire, de masse foliaire et de masse de nodosités), ont
également été prises en compte dans l'analyse. Les effets du site et
de l'arbre à l'intérieur des sites sont étudiés en utilisant l'Anova,
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l'Ancova et l'analyse en composantes principales développées par
le logiciel Statistica.
1Résultats
Activités nitrogénase
et glutamine synthétase des nodosités
Les activités de la nitrogénase, évaluée par la mesure de son activité
réductrice d'acétylène (ARA), et de la glutamine synthétase (AGS)
des nodosités ont été mesurées au cours de la croissance de plants
cultivés en tube Gibson et inoculés après une semaine de culture.
Leur comparaison met en évidence une évolution similaire de ces
deux activités pendant les 28 jours qui suivent l'inoculation (fig. 2).
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1 Figure 2
Évolution des activités nitrogénase, estimée par la technique ARA,
et glutamine synthétase (AGS) dans des nodosités de F. albida
au cours de la croissance en tube Gibson. Chaque point
représente la moyenne de 5 plantes pour AGS et de trois lots
de 3 plantes pour ARA. La droite de régression est donnée
en haut à gauche de la courbe (y = 0,3126 x - 9,3199; R2 = 0,755).
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Une analyse de covariance montre qu'une relation existe entre ARA
et AGS (F 19 =6,88 ; P =0,028). Le diagramme de régression ainsi
obtenu est une droite (ARA = 0,232 AGS - 3,308), montrant claire-
ment que la AGS peut être considérée comme un estimateur de l' ac-
tivité fixatrice, au même titre que l'ARA.
Origine géographique des graines
et capacité fixatrice
Panni les paramètres permettant d'évaluer la capacité fixatrice,
l'aptitude à fonner des nodosités et l'aptitude à fixer sont les deux
principalement retenus.
L'aptitude de F albida à fonner des nodosités a été comparée en cul-
ture en tube Gibson pour trois populations de graines issues de deux
sites appartenant à la même zone géographique (Pire et Merina, zone
des parcs) et d'un site de la zone Sud (Kagnabon). Comme le montre
la figure 3, la masse de nodosités varie peu selon le site de prélève-
ment, excepté après 28 jours d'inoculation. À cette date, les plantes
issues du site Pire présentent une masse de nodosités plus importante,
statistiquement différente de celle des plantes de Kagnabon, mais éga-
Iement de Merina, pourtant originaires de la même zone géographique.
60
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L'aptitude à fixer a été évaluée sur trois autres populations de
graines issues de la zone des parcs, de la zone Ouest ou de la zone
Nord du Sénégal. Une analyse de variance, réalisée sur 50 graines
de chaque origine à l'aide de tous les paramètres de croissance et de
fixation, montre que seules la masse et l'AGS des racines permet-
tent d'établir des différences entre zones (tab!. 2). Il faut cependant
noter que leur contribution à la variance est faible « 18 %).
Variables F2,12 R2
Paramètres de croissance
Hauteur de tige (cm) 1,31 ns 0
Masse foliaire (g) 0,67 ns 0
Masse racinaire (g) 5,33· 0,18
Biomasse totale (g) 1,35 ns 0
% Masse foliaire 1,88 ns 0
% Masse racinaire 1,56 ns 0
AGS foliaire (IJmol ho') 0,78 ns 0
AGS racinaire (IJmol ho') 4,39· 0,07
Paramètres de fixation
Masse des nodosités (g) 0,55 ns 0
% Masse des nodosités 3,21 ns 0
AGS nodosités (IJmol ho') 0,04 ns 0
1Tableau 2
Origine géographique des graines
et capacité fixatrice d'azote de F. albida.
Analyse de variance réalisée pour trois
sites comportant chacun 50 graines.
Pour les effets significatifs,
la contribution à la variance
est indiquée dans la colonne R2.
• : p < 0,005;
ns : non significatif
Diversité génétique des graines
et aptitude à fixer l'azote
La même analyse de variance a été réalisée sur les lots de graines
précédents, mais en tenant compte de l'arbre d'origine de chaque
graine (cinq arbres par site, dix graines par arbre). Dans ce cas, tous
les paramètres indiquent des différences suivant les parents, excepté
l'AGS racinaire (tab!. 3). Leur contribution à la variance varie de
9 à 47 % et tous les paramètres relatifs à la fixation présentent une
contribution élevée (supérieure à 32 %). Une analyse en compo-
santes principales, réalisée en prenant en compte l'ensemble des
paramètres, permet de mettre en évidence six facteurs indépendants
qui expliquent 94 % de la variabilité (tab!. 4). Les facteurs 3 et 5
sont essentiellement constitués par des paramètres de la fixation,
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Variables F'2,135 R2
Paramètres de croissance
Hauteur de tige (cm) 9,03··· 0,45
1Tableau 3 Masse foliaire (g) 7,39 ... 0,39
Origine parentale des graines Masse racinaire (g) 3,18··· 0,15
et capacité fixatrice d'azote de F albida. Biomasse totale (g) 5,97··· 0,33
Analyse de variance réalisée % Masse foliaire 7,02··· 0,38
pour 15 arbres de trois sites différents % Masse racinaire 7,92··· 0,41
comportant chacun 10 graines. AGS foliaire (J.Jmol h- l ) 8,56··· 0,43
Pour les effets significatifs, AGS racinaire (IJmol ho') 1,09 ns
°la contribution à la variance Paramètres de fixation
est indiquée dans la colonne R2. Masse des nodosités (g) 10,01 ••• 0,47
• : p < 0.005; % Masse des nodosités 7,32··· 0,39
••• : p < 0.001 ; AGS nodulaire (J.Jmol ho') 6,92··· 0,37
ns : non significatif.
Facteur
Variables 2 3 4 5 6
Hauteur de tige (cm) 0,256 0,665
(6,6) (44,2)
Masse foliaire (g) 0,897 -0,246 -0,252
(80,5) (6,1) (6,4)
Masse racinaire (g) 0,618 0,728
(38,2) (53,0)
<1> Biomasse totale (g) 0,884 0,221 0,245 -0,245u
t: (78,1) (4,9) (6,0) (6,0)III
li)
0,384.~ % Masse foliaire -0,889
e (14,7) (79,0)u
~ % Masse racinaire -0,273 0,888 -0,300
~ (7,5) (79,0) (9,0)
-<1> AGS foliaire (~mol ho') 0,902 0,312
E (81,4) (9,7)l!!
~ AGS racinaire (~mol h'!) 0,951(90,4)
AGS totale (~mol ho') 0,890 0,241 0,294
(79,2) (5,8) (8,6)
1Tableau 4
AGS foliaire (IJmol h" g-l) 0,979
(95,8)
Analyse en AGS racinaire (IJmol h-1!Tl) 0,965
composantes (93,1)
principales: t:0 Masse nodosités (g) 0,406 0,306 0,797corrélation aux -=
vecteurs propres. ~ (16,4) (9,4) (63,5)'i::
% Masse nodosités 0,223 -0,367 0,846Les contributions ~
relatives, li)
(5,0) (13,5) (71,6)
!: AGS nodosités (~mol h") 0,245 0,874 0,354
exprimées "Il (6,0) (76,4) (12,5)
en pourcentage (%) El!! AGS nodosités (~mol h-! g.1) 0,968
sont indiquées ~ (93,7)
entre parenthèses.
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indiquant une bonne corrélation entre diversité génétique et capa-
cité fixatrice. Ainsi, le facteur 3 est essentiellement représenté par la
capacité à fixer l'azote (AGS des nodosités, exprimée en /lmoles
fonnées par heure et par plante ou en /lmoles formées par heure et
par gramme de nodosités). Le facteur 5 comprend la capacité à
noduler (masse des nodosités et pourcentage de la masse des nodo-
sités par rapport à la masse totale) ainsi que la hauteur de tiges,
paramètre souvent associé à la capacité fixatrice.
Recherche de marqueurs mo/écu/aires
de /a fixation
Une analyse RAPD portant sur 44 individus provenant de cinq
arbres issus des trois zones géographiques pennet de générer, à
l'aide de huit amorces, 173 bandes dont 143 sont polymorphes. Une
analyse de variance de l'AGS nodulaire (exprimée en /lmoles for-
mées par heure et par plante) montre que 35,5 % des bandes sont
liées à la capacité fixatrice d'azote. Sept d'entre elles présentent un
seuil de signification inférieur à 0,1 % et peuvent être considérées
comme des marqueurs de la fixation. Ainsi, comme le montre
l'exemple du marqueur 130 (fig. 4), tous les individus caractérisés
par l'absence d'une de ces 7 bandes ont une activité fixatrice faible.
Cependant, parmi les individus présentant la bande, certains ont une
capacité fixatrice faible. Ils représentent 50 % de la population des
individus à faible activité fixatrice.
Discussion et conclusion
En utilisant le marquage ISN, une grande diversité dans la capacité
à fixer l'azote a été mise en évidence dans les populations sénéga-
laises de F albida (Gueye et al., 1997). 11 apparaît dans notre étude
que cette diversité ne peut être attribuée à l'origine géographique
des graines, mais plus particulièrement à leur origine parentale. En
effet, des graines provenant de sites voisins appartenant tous deux à
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la zone des parcs à Faidherbia présentent une aptitude différente à
former des nodosités. Par contre, deux sites d'origines éloignées ont
des caractéristiques de nodulation proches. De plus, une analyse de
variance réalisée sur 150 individus provenant de trois sites diffé-
rents montre que l'origine géographique ne permet pas non plus
d'expliquer la diversité de l'aptitude à fixer l'azote, Ce dernier
résultat n'a pu être obtenu que par l'utilisation d'un nouveau mar-
queur de la fixation, l'activité glutamine synthétase des nodosités,
qui permet l'évaluation de la capacité fixatrice sur des plantes peu
fixatrices et de petite taille. Par contre, cette même analyse de
variance met en évidence des différences entre descendances
d'arbres. La diversité de la fixation serait ainsi liée à la diversité
génétique engendrée par le fort taux d'allogamie rencontré chez
F. albida (Joly et al., 1992). L'analyse RAPD a permis de déceler
des marqueurs moléculaires de la fixation. Cependant, ces mar-
queurs révèlent une partie seulement des individus peu fixateurs et
leur utilisation permettrait simplement d'augmenter la proportion
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d'arbres fixateurs dans les populations étudiées. Enfin, cette analyse
est basée sur l'évaluation d'une activité enzymatique exprimée par
de jeunes plantes maintenues dans des conditions particulières de
culture. Elle ne présume en rien de ce que deviendront les capacités
fixatrices de l'arbre lorsque celui-ci sera transféré de la pépinière au
champ. Dans ces nouvelles conditions de culture, l'arbre sera sou-
mis à la présence de nouvelles souches bactériennes dont l'effecti-
vité pour F. albida n'est pas connue et pour lesquelles l'expression
de l'activité glutamine synthétase pourrait être modifiée. Cette
étude demande donc d'être validée par un suivi au champ des indi-
vidus précocement repérés et d'être complétée par une cartographie
génétique effectuée à partir d'une descendance contrôlée.
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Le câprier
Caractérisation et multiplication
A. GhorbeP
A. Ben Salem-Fnayou1
S. Khouildï1
H. SkourP
F. Chlbani1
Introduction
La câpriculture connaît un essor à l'échelle mondiale à travers la
création de câprières modernes à haut rendement. Cette culture est
basée sur la production de boutons floraux ou câpres, condiment très
apprécié pour diverses préparations culinaires et jouissant de pro-
priétés antiscorbutiques (Chervin, 1897). Les câpres sont considé-
rées comme ayant une action synergique de la vitamine C, elles sont
riches en rutinoside et en ferments (Schauenberg et Paris, 1977)
et sont souvent préconisées contre les maladies rhumatismales.
En Tunisie, le câprier se développe dans des conditions particuliè-
rement favorables. Cet arbrisseau y croit spontanément dans les sols
les plus défavorisés, jouant ainsi un rôle socio-économique capital
dans plusieurs régions semi-arides et arides. La câpriculture offre
l'avantage d'être peu exigente en eau, en investissement, et d'être
tolérante aux conditions édaphiques les plus sévères (températures
extrêmes, vents forts, sols pauvres, manque d'eau... ).
1 Laboratoire d'Adaptation et d'amélioration des plantes, INRST, BP 95,
2050 Hammam-Li!, Tunisie.
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Cependant, plusieurs difficultés relatives à la caractérisation de
cette espèce d'une part et à son mode de multiplication d'autre part
freinent son extension. En effet, l'absence d'une taxonomie précise
du câprier tunisien et la grande diversité des variétés existantes
posent un problème pour l'intensification de la câpriculture. Ceci
d'autant plus que le mode de multiplication traditionnel essentielle-
ment par semis donne un faible pourcentage de germination et une
hétérogénéité tant en termes de productivité qu'en termes de qualité
des câpres (Barbera, 1991). Le bouturage ligneux, basé sur l'utili-
sation d'un matériel lignifié, en période de dormance (Khaldi et Ben
M'hamed, 1996), ne semble pas donner de meilleurs résultats. C'est
pourquoi, des travaux basés sur le polymorphisme des protéines
enzymatiques et des marqueurs moléculaires ont été entrepris dans
le cadre de cette étude. Parallèlement, des essais de multiplication
herbacée et de micropropagation du câprier ont été abordés avec
deux objectifs: 1) de rechercher et d'évaluer la variabilité génétique
du câprier tunisien et 2) d'améliorer les pourcentages d'enracine-
ment et de reprise afin d'augmenter donc le taux de production de
plants de câprier.
1Matériel et méthodes
Caractérisation isoenzymatique
Des prospections effectuées sur tout le territoire tunisien (fig. 1) ont
permis d'établir une collection de câprier renfermant de nombreux
morphotypes : inermes pubescents, glabres, épineux avec épines
crochues et persistantes, à épines fines, dressées et caduques et
pubescents à épines fines. Des jeunes pousses ont été prélevées le
jour même de l'analyse électrophorétique afin d'obtenir une activité
enzymatique maximale.
Afin d'étudier la variabilité génétique du câprier par voie biochi-
mique, l'éléctrophorèse sur gel d'amidon à 13 % a été employée.
Les protéines enzymatiques ont été extraites dans un tampon Ascor-
bate (0,42 M, pH 7), après centrifugation du broyat à 30 000 g pen-
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1Figure 1
Carte de distribution des écotypes de câprier en Tunisie.
dant 25 mn à 4 oc. Le surnageant récupéré, contenant l'extrait enzy-
matique, peut être conservé à -20 oC ou utilisé immédiatement. La
séparation des protéines a été faite en système continu, utilisant le
tampon Histidine (0,065 M Histidine et 0,007 M Acide citrique,
pH 6,5). La migration est conduite à courant constant de 25 mA et
avec un voltage limité à 150 V durant 16 h.
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Les systèmes enzymatiques étudiés sont : l' isocitrate déshydro-
génase (ICD), la malate déshydrogénase (MDH), la 6-phospho-
gluconate déshydrogénase (6-PGD), la phosphoglucomutase
(PGM), la glucose phosphate isomérase (GPI) et la glutamate
oxaloacétate transaminase (GOT). Pour la révélation des sys-
tèmes enzymatiques, les gels ont été incubés à 37 oC pendant
30 mn dans des tampons contenant les substrats spécifiques. Les
techniques de révélation sont celles décrites par Pasteur et al.
(1987) et Arulsezar et Parfitt (1986). Parmi les six systèmes révé-
lés, seuls la GPI, la PGM, la 6-PGD et l'ICD ont été retenues en
raison de leur bonne résolution, leur reproductibilité et surtout
leur polymorphisme.
Caractérisation moléculaire
L'analyse a été effectuée sur 72 plants de câprier dont 53 collectés
sur tout le territoire tunisien et 19 prospectés en Italie centrale
(fig. 2). L'ADN a été extrait à partir de feuilles fraîches de chaque
plante selon la méthode de Dellaporta (Dellaporta et al., 1983). Les
feuilles peuvent aussi être conservées au congélateur.
Afin de choisir les amorces les plus adéquates aux réactions RAPD,
une série de PCR a été réalisée avec 60 amorces Operon (séries B,
R et S). Deux génotypes différents (tunisien et italien) ont été choi-
sis pour ces réactions de criblage (Khouildi et al., 2000). Parmi les
60 amorces utilisées, 10 ont été ciblées suivant 3 critères : a) le
polymorphisme révélé chez les deux populations, b) la reproducti-
bilité de la réaction et c) la qualité du profil éléctrophorétique. Ces
amorces sont ensuite appliquées aux 72 génotypes collectés. Un
total de 54 bandes polymorphes a été détecté sachant que chaque
réaction a été répétée au moins deux fois et seules les bandes poly-
morphes et stables ont été retenues.
Les bandes révélées ont été converties en une matrice composée de
o (absence) et de 1 (présence) pour les 54 marqueurs RAPD rete-
nus. Afin d'établir les analyses statistiques, le logiciel GDA a été
utilisé ; chaque marqueur a été considéré comme étant un locus
individuel.
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1Figure 2.
Carte de distribution des écotypes de câprier
en Tunisie et en Italie.
Multiplication herbacée
Les essais ont concerné aussi bien des variétés inelmes qu'épineuses
de câpriers tunisiens. Des pousses herbacées ont été prélevées à par-
tir de pied-mères obtenus in vitro et/ou ex-vitro et conduits sur pains
de laine de roche, dans une serre contrôlée. Les pousses sont aussi-
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tôt débouturées en portions à « 2 yeux », en éborgnant l'œil basal.
Les boutures herbacées sont ensuite imprégnées à leur base d'AIR
(exubérone) et insérées dans des mini-blocs de laine de roche imbi-
bés de solution nutritive à pH 6 et CE 2 mS.cm- l . L'ensemble étant
traité par un fongicide (Thyrame, 3 g.l-l), est installé dans des condi-
tions d'humidité saturante sous mini-serres à 24 oC, sous 2S Wm-2
d'énergie lumineuse et 16 h de photopériode. Le séjour des boutures
dure S à 8 semaines au bout desquelles il y a développement des
pousses axillaires et émission des racines. L'acclimatation progres-
sive des plants commence alors avec l'ouverture progressive de la
mini-serre. Au bout d'une semaine, les plants sont prêts à la trans-
plantation en pots.
Micropropagation
Le matériel végétal a été prélevé sur des plantes de Capparis spinosa L.
cultivées dans la parcelle d'expérimentation et dans la serre contrô-
lée. Il s'agit de rameaux semi-lignifiés âgés de deux semaines. Ces
rameaux sont rincés avec une solution concentrée de benlate puis
fragmentés en boutures de 2,0 cm uni ou binodales. Les boutures sont
ensuite trempées dans une solution d'hypochlorite de calcium con-
centrée (110 g.l-l) pendant 20 mn. Après trois rinçages à l'eau distil-
lée stérile, les explants sont cultivés dans des tubes à essai (200 x 20)
contenant 20 ml de milieu de culture. Ce dernier est composé du
milieu de base MS (1962) additionné de 3 % de saccharose. Les
régulateurs de croissance utilisés sont la BAP (1,0 mg.I- I ) pour la
multiplication, l'ANA (O-O,S-1 ,0-1 ,S-2,0), 1'Am (0-0,5-1,0-1,5-2,0)
et l'AJA (0-1 ,0-1,5-2,0) pour l'enracinement. Le pH du milieu de cul-
ture est ajusté à 5,6 avant l'autoclavage à 116 oC pendant 24 mn.
Les cultures sont incubées sous une température de 25 ± 2 oC le jour
et 19 ± 2 oC la nuit, une lumière de 12 Wm-2 et une photopériode
de 12 h. Les vitropousses utilisées dans l'essai d'enracinement pro-
viennent: 1) d'implants ayant subi deux subcultures seulement. Ils
sont souvent très vigoureux avec des tiges vigoureuses; 2) d'im-
plants obtenus après deux subcultures et étiolées; 3) d'implants
obtenus après plus de cinq subcultures avec alternance des milieux
de culture MS (1962) et MS (1962) dilué au quart, et ce, afin d'ob-
tenir des cultures épuisées avec des pousses vert jaunâtre et fili-
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formes. Les trois lots sont ensuite cultivés sur les milieux de culture
composés du milieu de base MS (1962) additionné de différentes
auxines à des concentrations variables tel que indiqué antérieure-
ment. Au cours de la phase d'enracinement, qu'il s'agisse du milieu
de culture MS liquide, solidifié par 0,8 % d'agar ou employant un
pont de papier filtre, les implants sont soit cultivés en position cou-
chée soit plantés dans le milieu de culture.
1Résultats et discussion
Caractérisation isoenzymatique
L'analyse des profIls électrophorétiques obtenus avec les quatre
systèmes enzymatiques révélés a montré une très grande diversité
du câprier tunisien: sept profils différents ont été identifiés pour la
GPI, six pour la PGM, quatre pour l'ICO et quatre pour la 6-PGO.
Parmi ces quatre systèmes, seule la GPI a présenté des bandes
caractérisant certains écotypes. En effet, les écotypes épineux du
site Nahli ainsi que ceux du site Nebber du Kef (fig. 1) présentent
tous des épines crochues et persistantes, et sont caractérisés par trois
bandes manifestant la plus grande mobilité électrophorétique.
Les écotypes collectés sur un même site ont été assimilés à des popu-
lations distinctes afin d'analyser la diversité inter-populations. Pour
ce faire, le programme Biosys (Sowfford et Selander, 1981) a été uti-
lisé pour calculer les distances génétiques entre les huit populations
étudiées. Ces distances ont été établies à partir des fréquences aJlé-
Iiques calculées à partir des quatres systèmes enzymatiques utilisés.
Les matrices des distances obtenues à partir de la distance génétique
de Nei (1978) ont été reproduites sous forme de dendrogramme
(fig. 3) grâce à un aJgorithme WGPMA (Sokal et Senath, 1963).
L'anaJyse du dendrogramme obtenu montre la structuration nette en
trois groupes différents comme suit.
1) Un premier groupe est formé de deux populations: Sidi Bouzid
et Bouhedma, auxquelles se rattachent les populations de Matmata
..,. 163
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1 Figure 3
Dendrogramme obtenu à partir de la matrice de distances:
distance non biaisée de Nei (1978).
(à une distance de 0,05) et de Kecham (0,18). Ces populations,
toutes originaires du sud tunisien, présentent des caractères morpho-
logiques communs: écotypes à épines fines, dressées et caduques.
2) Un deuxième groupe est composé de la population Melh et Dyr,
prospectées au nord du pays: les écotypes formant ces populations
sont tous inermes.
3) Un troisième groupe renferme deux populations: Nahli et Nebber,
du nord du pays: il s'agit d'écotypes épineux à épines persistantes
et crochues.
Les populations épineuses et inermes sont génétiquement très éloi-
gnées (distance génétique moyenne de 1,5) même si leur origine
géographique est commune.
Caractérisation moléculaire
Le polymorphisme des différentes populations tunisiennes et ita-
liennes (fig. 2) est rapporté dans le tableau 1. Le pourcentage de loci
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Populations Nombre de plants Fréquence de bandespolymorphes
Kef (Nebeur) 4 0,74
Bizerte 7 0,88
Sidi Bouzid 7 0,83
Matmata 3 0,51
Ariana 3 0,64
Kef (Dyr) 2 0,62
Bouhedma 1 0,57
Kebili 9 0,81
Ben Arous 2 0,37
Gabès 8 0,92
Béjà 2 0,40
• Moyenne des bandes polymorphes des populations tunisiennes 0,70
Viterbo 6 0,61
Cantaloupo 2 0,31
Siena 2 0,35
St-Stefano 2 0,37
Porto-Ercole 2 0,44
Bracciano 1 0,25
Caracalla 2 0,50
Ostiense 2 0,42
• Moyenne des bandes polymorphes des populations italiennes 0,40
1Tableau 1
Degré de polymorphisme existant au sein des populations
de câprier (RAPD).
polymorphes pour les génotypes d'une même population semble
assez élevé mais proportionnel à la taille de la population.
Parallèlement, le degré de polymorphisme entre les individus des
populations tun.isiennes est plus élevé que celui existant entre ceux
des populations italiennes. En effet, la moyenne des loci poly-
morphes tunisiens est de 0,7 alors que celui des italiens est de 0,4.
Ce résultat confirme J'efficacité des marqueurs RAPD pour la
caractérisation de cette espèce (Dan et Stephens, 1997).
La distance génétique entre les populations calculée selon Nei
(1972) (tab!. 2) ne montre pas de corrélation avec la distance géo-
graphique. Ceci signifie qu'il est très clifficile d'avoir une distinc-
tion nette entre les populations suivant leur site géographique. La
distance génétique entre les différentes populations tunisiennes
varie de 0,1 à 1,1 ; alors que celle existant entre les différentes
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Bizerte 0,33 0,20 0,21 0,35 0,28 0,10 0,13 0,15 0,21 0,84 0,19 0,27 0,30 0,20 0,36 0,16 0,35 0,22
Ariana 0,35 0,36 0,19 0,62 0,42 0,32 0,35 0,52 0,99 0,45 0,44 0,73 0,72 0,65 0,39 0,70 0,64
BenArous 0,48 0,50 0,52 0,25 0,20 0,22 0,35 0,96 0,31 0,27 0,57 0,28 0,53 0,30 0,56 0,41
Beja 0,34 0,54 0,33 0,25 0,26 0,43 1,22 0,25 0,37 0,35 0,39 0,36 0,23 0,49 0,39
Kefl 0,48 0,44 0,32 0,33 0,50 0,99 0,40 0,46 0,66 0,55 0,48 0,38 0,51 0,45
Kef2 0,32 0,35 0,37 0,39 0,66 0,43 0,40 0,44 0,51 0,54 0,47 0,39 0,34
SidiBouzid 0,15 0,14 0,14 0,98 0,21 0,35 0,32 0,32 0,36 0,23 0,37 0,30
Gabes 0,13 0,26 0,98 0,23 0,13 0,39 0,26 0,39 0,22 0,44 0,38
Kebili 0,23 0,83 0,19 0,23 0,30 0,27 0,32 0,22 0,28 0,26
Matmala 1,07 0,24 0,46 0,32 0,45 0,32 0,28 0,39 0,41
Bouhedma 1,03 1,04 0,94 1,25 1,18 1,12 0,84 0,92
Siena 0,29 0,27 0,37 0,22 0,25 0,35 0,31
StStefano 0,49 0,28 0,39 0,31 0,44 0,37
Porto Ercole 0,43 0,23 0,39 0,25 0,24
Canlalupo 0,29 0,25 0,40 0,28
Bracciano 0,30 0,27 0,26
Vrterbo 0,50 0,37
Caracalla 0,21
1Tableau 2
Distance génétique entre les différentes populations
selon Nei (1972) - Marqueurs RAPD.
populations italiennes varie entre 0,2 et 0,5, ce qui prouve que les
populations italiennes sont plus proches les unes des autres, alors
que les tunisiennes demeurent très hétérogènes.
Multiplication herbacée
Un taux de réussite au bouturage de 90 % a été enregistré début mai
pour le câprier inerme; les plants issus de bouturage herbacé sont
homogènes et vigoureux (fig. 4) ; ce résultat confirme celui de
Barbera (1991) qui a rapporté un taux d'enracinement élevé en cas
d'utilisation de boutures herbacées prélevées au début de la gerITÙ-
nation (avril).
Nos travaux montrent que pendant la période s'étalant entre jui lIet
et octobre, les pourcentages de réussite du bouturage varient entre
50 et 70 % pour le câprier inerme (fig. 5). Quant au câprier épineux,
le bouturage herbacé réalisé au printemps et en été a engendré des
taux d'enracinement faibles (10 et 5 % respectivement).
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1Figure 4
Boutures herbacées de câprier inerme en acclimatation.
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1 Figure 5
Pourcentage de réussite au bouturage herbacé
du câprier inerme el épineux.
Le câprier épineux semble donc êlre beaucoup plus difficile à enra-
ciner que le câprier inerme. La technique de bouturage herbacé
appliquée en mai ou en été n'a pas à priori pennis d'atteindre les
résultats escomptés.
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Micropropagation
L'utilisation du milieu de culture MS (1962) additionné de 1,0 mg.l-!
de BAP pour la multiplication du câprier (Capparis spinosa L.) a per-
mis d'obtenir un taux de propagation considérable (de l'ordre de 15).
Les vitropousses néoformées sont extrêmement vigoureuses (fig. 6).
1Figure 6
Vitropousse vigoureuse
de câprier inerme.
La bonne vigueur des cultures représente souvent un critère essentiel
pour la réussite de la rhizogenèse chez un grand nombre d'espèces
végétales (Navatel, 1981 ; Ghorbel et al., 1995 ; Chatibi et al.,
1995). Toutefois, il s'est avéré que cette vigueur représente un
inconvénient majeur pour la rhizogenèse du câprier, le diamètre de
la tige étant inversement proportionnel au taux d'enracinement et
directement proportionnel au taux de vitrification. Afin de résoudre
ce problème dans la culture in vitro du câprier, l'étiolement des
implants a été induit. Toutefois, ces pousses étiolées se nécrosent
très rapidement. C'est pourquoi, nous avons procédé à l'épuisement
des implants par des subcultures fréquentes. Cette procédure a per-
mis d'obtenir des cultures ayant une grande capacité d'enracine-
ment sans risque de vitrification ou de nécrose. D'autres facteurs
ont été également étudiés, notamment l'effet de la nature et de la
concentration de l'auxine, le milieu de culture et la position des
implants dans le milieu.
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Les régulateurs de croissance utilisés pour l'enracinement sont
l'AIB, l' ALA et l'ANA. Ceux-ci ont été égaJement testés auparavant
pour le câprier (Rodriguez et al., 1990 ; Deora et Shekhawat, 1995).
L'analyse des résultats obtenus a révélé une multitude de réponses
en fonction du traitement. Les résultats les plus intéressants, quant
au taux d'enracinement (80 %), sont obtenus en présence d' AlA
(1,5 mg.l- L) avec des implants épuisés. Quant à l'AlE ou l'ANA, les
difficultés d'enracinement sont liées principalement au problème de
vitrification et de callogenèse excessives. La lignification occasion-
née par une concentration croissante en Am réduit considérable-
ment le taux d'enracinement. Concernant les implants étiolés, le
problème crucial réside dans la nécrose apicale des cultures quelle
que soit la nature ou la concentration des auxines.
L'auxine qui semble donc être la plus intéressante pour le câprier est
l'AJA à une concentration de 1,5 mg.l- L. Cependant, la qualité des
racines et leur nombre par vitroplant sont relativement faibles et les
racines sont fragiles. Ceci pose un énorme problème lors de l'acclimata-
tion des vitroplants. C'est ainsi que différents milieux de culture (solide
et liquide) ont été testés. Différentes positions des implants dans le
milieu de culture ont été aussi considérées: position couchée ou plantée.
Les résultats du tableau 3 montrent que la réponse la plus intéres-
sante, quant au taux d'enracinement (100 %) et le nombre moyen de
racines par vitroplant (l0), est obtenue lorsque les implants épuisés
sont cultivés en position couchée sur le milieu de culture riche en
Milieu de cu~ure Liquide Agar Pont de papier lil1re
Posrtion couchée plantée couchée plantée couchée plantée
des implants
% enracinement 0 10 100 71 13 87
Nombre racines 0 2 10 4 6 6par vitroplant
Qualrté / Très faible Très bonne Faible Moyenne Bonnedes racines
Qualité Très faible Faible Très bonne Moyenne Faible Moyennedes plantules
300 implants épuisés par traitement.
1Tableau 3
Effet du milieu de culture et de la position des implants
sur l'enracinement in vitro du câprier.
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AlA (1,5 mg.l- 1) et solidifié par 0,8 % d'agar. La qualité des racines
et des vitroplants est très intéressante. Ainsi, le taux d'acclimatation
obtenu dans ces conditions a dépassé 90 % (fig. 7). Quant aux
implants plantés, bien que le taux d'enracinement soit relativement
élevé (71 %), les racines sont vite oxydées et les vitroplants présen-
tent un aspect sénescent. En revanche, l'utilisation du pont en
papier filtre, imbibé de milieu de culture, a permis d'obtenir un taux
d'enracinement de 87 % (tab!. 3) avec des racines vigoureuses.
1Figure 7
Acclimatation de vitroplants
de câprier inerme.
1Conclusion
Ces résultats nous confument la grande diversité du câprier tuni-
sien. Un polymorphisme très intéressant, dérivant d'une variabilité
génétique considérable des écotypes autochtones est décelable
grâce au grand pouvoir discriminant des systèmes enzymatiques
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employés et à la bonne résolution des bandes électrophorétiques a
été mis en évidence. La présence de trois groupes génétiquement
bien distincts - inerme, épineux et pubescent - parmi les différents
écotypes collectés, dénote l'existence d'une variabilité génétique
intra-populations. La caractérisation moléculaire par RAPD a
conftrmé ces résultats en insistant sur la variabilité génétique diffé-
rente décelée entre les populations tunisiennes et italiennes. Par
RAPD, la diversité génétique s'avère plus intéressante au niveau
des accessions tunisiennes.
L'exploitation de cette grande diversité génétique du câprier ne peut
être effectuée sans la maîtrise de sa multiplication. Dans ce
contexte, le bouturage herbacé s'est révélé avantageux lorsqu'on
considère l'homogénéité des plants obtenus, la rapidité et la simpli-
cité d'exécution. Cependant, la réussite de cette technique demeure
tributaire de l'origine du matériel initial, de la période de prélève-
ment des pousses herbacées, et de la variété (inerme ou épineuse).
La culture in vitro semble pallier à ces inconvénients, puisque l'en-
semencement de pousses épuisées de câprier (obtenues après deux
ou trois subcultures), en position couchée, sur le milieu MS (1962)
solidifié par l'agar et additionné de 1,5 mg.l- 1 d'AJA, favorise un
taux d'enracinement avoisinant les 90 %. Dans ces conditions, les
racines apparaissent 4 à 5 jours après la mise en culture et l'accli-
matation des plants est assurée.
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Floraison et production
de fruits de l'arganier
F. Bani-Aameur1
Introduction
Argania spinosa L. (Skeels) est l'unique espèce du genre Argania,
une Syderoxyloideae de la famille des Sapotacées (Auberville,
1964). C'est un arbre pérenne endémique du Maroc localisé surtout
au sud-ouest du pays entre Safi et Sidi Ifni (Baehni, 1948 ; Ehrig,
1974 ; Prendergast et Walker, 1992).
L'arganier est surtout connu par son adaptation à l'aridité et par
l' huile extraite des amandes des fruits récoltés des arbres à l'état
sauvage. Toutefois, la pulpe séchée, le tourteau et les feuilles consti-
tuent des sources d'aliment pour le bétail (Jaccard, 1926 ; Boudy,
1952 ; Sandret, 1957 ; Ehrig, 1974 ; M'hirit, 1989 ; Prendergast et
Walker, 1992 ; Maurin, 1992). Son exploitation se fait toujours
selon le mode d'économie de cueillette. Pourtant, l'huile d'argan
constitue jusqu'à 25 % des lipides consommés dans la région. Elle
fait l'objet d'un flux commercial à travers le Maroc et commence
même à être demandée au niveau international pour des usages en
diététique et en cosmétologie. Les usages multiples de l'arganier,
surtout l'intérêt porté à l'huile combiné à la résistance à l'aridité, en
font un bon candidat à la domestication et à l'amélioration géné-
tique pour les zones arides.
1 Laboratoire de recherche sur la variabilité génétique, université Ibn
Zohr, faculté des Sciences, BP 28/s, 80000 Agadir, Maroc.
E-mail: baniaameur@hotmail.com
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Actuellement, la production en fruits de l'arganier est irrégulière et
les informations intéressant la floraison et l'élaboration du rende-
ment en fruits sont rares. Pour contribuer à combler ce déficit quant
à l'estimation du rendement, d'une part, et à la mise au point des
techniques d'hybridation en vue du démarrage d'un programme
d'amélioration génétique des plantes, d'autre part, nous avons initié
plusieurs travaux concernant la floraison et la fructification dont les
résultats seront récapitulés dans cette présentation.
1Biologie florale
La floraison
Chez l'arganier, on observe deux types de floraison: une floraison
pauciflore, peu abondante, sur les rameaux âgés lignifiés; elle est la
première à être observée; une floraison très abondante et plus tardive
sur les nouvelles pousses (Ferradous et al., 1996, Bani-Aameur et al.,
1999 ; Bani Aameur et Benlahbil, 1999 ; Bani-Aameur 2000 a et b).
Les fleurs apparaissent dès la fin du mois de septembre sur les
arbres précoces. Sur les arbres tardifs, la floraison démarre lente-
ment à partir du mois de décembre. Le pic de la floraison tardive se
situe en mars. Cependant chez certains arbres, la floraison peut
s'échelonner sur presque toute la saison humide. Après chaque
pluie, de nouvelles fleurs apparaissent ce qui se traduit par des fruits
de tailles différentes sur le même arbre.
Trois types d'arganiers peuvent ainsi être distingués:
- les arganiers précoces qui conunencent à fleurir en automne et
dont les fruits mûrs commencent leur abscission seize mois plus
tard, au printemps de l'année de fructification;
- les arganiers tardifs dont la floraison se produit en hiver de l'an-
née de floraison et dont la chute des fruits mûrs aura lieu au cours
de l'été de l'année de fructification ;
- les arganiers qui fleurissent sur une période plus ou moins éten-
due chevauchant entre l'automne et le printemps de ]' année de flo-
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raison et dont la chute des fruits mûrs s'étale entre le printemps et
l'été de l'année de fructification.
L'intensité de la floraison varie largement selon les années clima-
tiques et les sites géographiques. Une importante variabilité a été
observée entre les arbres pour l'intensité, l'étendue et l'époque de
floraison (Metro, 1952 ; Montoya, 1984 ; Ferradous et al., 1996 ;
Bani-Aameur et Benlahbil, 1999, Bani-Aameur, 2000 a et b).
Les phases phénologiques de la fleur
La fleur de l' arganier est monoïque, pentamère, constituée en glo-
merules localisés au niveau des entrenœuds et à l'aisselle des
feuilles et pouvant être composé de 15 fleurs et plus (Perrot, 1907 ;
Ferradous et aL., 1996 ; Bani-Aameur, 2000 a). Dans un glomérule,
la fleur la plus centrale se développe en premier, suivie progressi-
vement par les fleurs avoisinantes selon trois phases phénolo-
giques : le bouton floral BF (1-2 mm), le bouton floral avec style
apparent BFS (2-3,15 mm) et la fleur épanouie FE (2-3,15 mm).
Ces deux dernières phases atteignent leur maximum pendant vingt
jours durant le pic de la floraison, ce qui correspond au flux génique
maximum, celui-ci étant favorisé par la réceptivité des stigmates et
la viabilité du pollen. L'anthèse débute déjà au stade BF mais n'est
complète qu'au stade BFS alors que les anthères sont encore conte-
nues dans le perianth (Be1mouden et Bani-Aameur, 1995, Deroin et
Bani-Aameur, 1999).
La pollinisation
La pollinisation de l'arganier est surtout entomophile, les insectes
intervenant pour plus de 60 % (Benlahbil et Bani-Aameur, 1999 a).
La transmission des allèles dépend entre autre de la disponibilité du
pollen, de sa fertilité, de son transport, de la réceptivité du stigmate.
La fertilité du pollen est variable selon les arbres et les années cli-
matiques (99 % à 40 %) (Belmouden et Bani-Aameur, 1995 ;
Benlahbil et Bani-Aameur, 1999). Le style de la fleur est plus récep-
tif au stade fleur épanouie (Benlahbil et Bani-Aameur, 1999 b).
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Production en fruits
La fructification
Tous les rameaux de l'arganier fleurissent. Toutefois, si on considère
les rameaux de l'année, les rameaux de plus d'un an, les rameaux de
plus de deux ans et les branches principales, la branche fructifère et
le rameau de plus de deux ans sont les seuls à porter de fruits à matu-
rité (Zahidi et al., 1995, Zhahidi et Bani-Aameur, 1997 ; Zahidi,
1997). Selon les conditions climatiques de l'année, quand la fructi-
fication est faible à moyenne, aucune différence entre les deux types
de rameaux n'est observée. En revanche, en année favorable, le
rameau de plus de deux ans porte plus de fruits que la branche.
Au cours d'une année donnée, tous les arbres ne fructifient pas
(Ferradous, 1995 ; Zahidi, 1997 ; Oukarroum et Bani-Aameur, 1999 a,b).
Certains produisent des fruits tous les ans, d'autres une année sur
deux et d'autres sur une période de plus de trois ans.
Le cycle de floraison-fructification s'étale sur une période de 9 à 16
mois selon les arbres (Ferradous et al. 1996, Bani-Aameur et al.,
1998, Benlahbil et Bani-aameur, 1999). Certains arbres portent des
fruits noués une fois par campagne en mars (arbre précoce) ou en
juin (arbre tardif), alors que d'autres arbres sont capables de fleurir
deux fois et donc de produire des fruits précoces et des fruits tardifs
sur le même pied. Chez les arbres précoces, la maturation des fruits
issus des fleurs fécondées en automne de l'année précédente a lieu
au mois de mai. Chez les arbres tardifs, la maturation des fruits issus
des fleurs fécondés au printemps de l'année précédente a lieu au
mois d'août. Tandis que chez les arbres intermédiaires, les fruits
sont de tailles très variables, leur maturation étant étalée entre le
printemps et l'été.
Rendement en fruits et en huile
Le fruit de l'arganier est une drupe dont la couleur à maturité évo-
lue vers le jaune ou le rouge (Bani-Aameur et al. 1999).11 présente
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six fonnes différentes: fusifonne ; ovale apiculée, ovale, goutte, arron-
die et globuleuse. Sa taille varie de 1 à 5 cm. Les fruits mûrs de J'ar-
ganier, étant sénescents, ne sont pas récoltés directement sur l'arbre,
on les collecte sous les arbres.
L'arganier réagit à la sécheresse par la perte des feuilles, des fleurs et
des fruits (Ferradous et al. 1996, Zahidi, 1997; Bani-Aameur et al.,
1998 ; Oukarroum, 1999). Le pourcentage de pertes en nombre de
fruits, dues à la chute physiologique, varie dans de grandes propor-
tions. Sur dix arbres observés à Ait Melloul en 1995, il a varié de 3
à 39 %. Dans ce cas, les rendements des arbres en fruits mûrs séchés
ont varié de 1,5 à 22,4 kg.
La teneur des amandes en huile est aussi très variable selon les
génotypes. Il en est de même du pourcentage du poids de la pulpe,
des noyaux, de la coque, des amandes et d'huile par rapport au
poids total des fruits. Sur un échantillon de 12 arbres observés pen-
dant trois ans, le pourcentage moyen de la coque représente plus de
50 % du poids du fruit sec tandis que la pulpe varie entre 35,4 % et
37,5 %. La coque varie de 57,1 % à 55,3 %, l'amande de 7,1 % à
6,9 % et le pourcentage en huile des fruit varie entre 3,1 % et 2,7 %.
La teneur en huile des amandes varie de 44,1 % à 39,2 %. On se
rend ainsi compte du progrès potentiel remarquable de l'améliora-
tion génétique de cette espèce dans le cadre d'un programme de
domestication en tant qu'arbre fruitier oléicole.
Malgré la très grande variabilité observée entre les arbres, la pro-
ductivité en fruits de l'arganier, à l'état sauvage, est tributaire des
conditions climatiques notamment de la pluviométrie qui règne au
moment de la floraison et de la croissance des fruits. En effet, les
précipitations au printemps favorisent une bonne floraison et les
précipitations au automne favorise le grossissement du fruit. Mais
globalement, la productivité en fruits dépend de la fréquence des
arbres fructifères au cours de l'année de récolte des fruits.
L'arganier étant surtout valorisé par son fruit, ces travaux montrent
surtout les potentiels disponibles pour l'amélioration de la fructifi-
cation à la fois par le choix de génotypes performants et par J'opti-
misation des techniques de production.
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Biologie de la reproduction
et ressources génétiques
chez le cyprès de Duprez
Cupressus dupreziana
C. Pichot1
M. El Maâtaoui2
1Introduction
Le genre Cupressus (Cupressacées) est constitué de 25 espèces uni-
quement présentes dans la zone tempérée chaude de l'hémisphère
nord (fig. 1), depuis la côte ouest d'Amérique du nord jusqu'à la
côte est de la Chine en passant par le bassin méditerranéen (Ducrey
et al., 1999). Ces espèces montrent globalement une grande plasti-
cité vis-à-vis des conditions édaphiques, certaines font également
preuve d'une remarquable tolérance vis-à-vis de la sécheresse. Des
trois espèces méditerranéennes, le cyprès vert (Cupressus semper-
virens L.) également nommé cyprès de Provence ou de Florence est
le plus répandu. Il offre une très grande diversité notamment en
terme de fonne et est utilisé à des fins ornementales, en brise-vent
ou encore en tant qu'arbre forestier. Les deux autres cyprès médi-
1 Unité de recherches forestières méditerranéennes Inra, av. Vivaldi,
84000 Avignon, France.
2 Faculté des sciences, université d'Avignon, 33 rue Pasteur, 84000
Avignon, France.
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1Figure 1
Aires de répartition des différentes espèces de cyprès.
On distingue trois groupes: les cyprès américains,
les cyprès asiatiques et les cyprès méditerranéens
dont Cupressus dupreziana A. Camus, espèce réduite
à 231 arbres dans le désert du Tassili N'Ajjer en Algérie.
terranéens sont originaires d'Afrique du Nord. Le cyprès de l'Atlas
(Cupressus atlantica Gaussen) est endémique du Haut Atlas occi-
dental du Maroc où il constitue des peuplements assez dégradés et
parfois réduits à quelques arbres. Enfin le cyprès de Duprez
(Cupressus dupreziana A. Camus) se rencontre naturellement dans
le désert du Tassili N'Ajjer (Algérie) et représente une des espèces
les plus menacées au monde (Dobr, 1988). Un récent inventaire
(Abdoun, comm. pers.) fait état de 231 arbres survivants dans cette
région désertique où la pluviométrie annuelle est d'environ 20 mm.
Le fort recul de l'espèce semble due à la conjonction de deux fac-
teurs : une forte pression anthropique et évolution défavorable du
climat. Les arbres encore en vie sont généralement très âgés et
occupent des sites difficiles d'accès. D'autre part, l'étude de graines
récoltées dans l'aire naturelle algérienne ou en plantation conserva-
toire en France met en évidence une très faible proportion de
graines normalement constituées, généralement moins de 10 %
(Pichot et al., 2000). Ceci suggère un dysfonctionnement du sys-
tème reproducteur de l'espèce pouvant contribuer à la faible régé-
nération naturelle observée in situ. De récents travaux portant sur
les caractéristiques des graines nous ont permis de montrer que les
noyaux de l'endosperme de C. dupreziana présentaient une impor-
tante variabilité de leur teneur en ADN correspondant à plusieurs
niveaux de ploïdie (Pichot et al., 1998). Contrairement aux deux
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autres cyprès méditerranéens (c. sempervirens et C. atlantica) chez
lesquels des niveaux pairs et impairs (lC, 2C, 3C, 4C, Sc. .. )
avaient déjà été mis en évidence dans ce tissu (Pichot et
El Maâtaoui, 1997), seuls des niveaux pairs (2C, 4C, 6C ... ) sont
observés chez C. dupreziana. Chez les gymnospermes, l'endo-
sperme est supposé haploïde car il est issu du développement du
mégagamétophyte lui même ayant pour origine une des mégaspores
produites lors de la méiose (Singh, 1978). L'absence de noyaux
haploïdes dans l' endosperme de C. dupreziana pose le problème de
l'origine et/ou des caractéristiques des gamètes femelles habituelle-
ment formés au niveau des archégones du mégagamétophyte. Enfin,
l'analyse isoenzymalique d'embryons (et d'endospermes) extraits
de graines issues de pollinisation libre nous a conduit à formuler
l'hypothèse d'une origine strictement paternelle de l'embryon
(Pichot et al., 2000). Cette hypothèse nous a amené à étudier ici la
microsporogenèse et les caractéristiques des grains de pollen pro-
duits par cette espèce.
1Matériels et méthodes
Matériel végétal
Les échantillons étudiés ont été prélevés sur deux C. dupreziana
âgés d'environ 20 ans installés dans une plantation conservatoire du
sud est de la France (massif des Maures). Des échantillons témoins
ont également été prélevés sur un cyprès vert (c. sempervirens),
espèce présentant une reproduction sexuée conforme.
Microsporogenèse
Les cônes mâles ont été récoltés et fixés une fois par semaine de
septembre à janvier. Cette période englobe les principaux stades
ontogéniques de la microsporogénèse et de la maturation du pollen.
Les observations histologiques ont été réalisées à partir de micro-
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sporanges extraits des cônes mâles et préparés selon les procédures
précédemment décrites (El Maâtaoui et Pichot, 1999).
Caractéristiques du pol/en mature
Le diamètre des grains de pollen imbibés dans de l'eau distillée
(30 mn) a été estimé au microscope optique. Des grains de pollen
matures ainsi que du pollen en germination (à 3 et 10 jours) ont été
observés en microscopie à fluorescence par coloration au DAPI
(4' ,6-diamidino-2-phenylindole), fluorochrome de l'ADN. La ger-
mination du pollen a été obtenue par mise en culture de microspo-
ranges matures sur milieu gélosé (0,7 % agarose, 20 % saccharose).
Quantité d'ADN
La quantité relative d'ADN nucléaire (ADNn) des grains de pollen
matures et en gennination ainsi que celle des tissus somatiques
(témoins diploïdes) ont été estimées par cytométrie en flux.
L'intensité de fluorescence des noyaux est directement proportion-
nelle à leur quantité d'ADN et est exprimée en unité relative « C » qui
correspond au génome haploïde. Les échantillons ont été préparés en
utilisant le kit PARTEC (Münster, Gennany) Type T (Fluorochrome :
DAPI). La fluorescence des noyaux a été estimée par l'intennédiaire
du cytomètre « PARTEC Ploidy Analyser PA ». Les données, enre-
gistrées sous fonne d'histogrammes, ont été traitées par le logiciel
WINMDI (version 2.7, copyright ©93-98 Joseph Trotter).
1Résultats
Microsporogenèse
Les observations microscopiques montrent que les microsporanges
de C. dupreziana se développent conformément au schéma décrit
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chez les Cupressacées (Biswas et Johri, 1997). Ceux-ci, portés par
les microsporophylles, présentent une couche épidermique, un tapis
et un tissu sporogène (fig. 2 a). Les tous premiers stades de la
méiose jusqu'à la prophase 1 apparaissent également conformes. En
revanche, pour des raisons de mauvais appariements et de fuseaux
défectueux, la migration des chromosomes s'avère fortement per-
turbée. Il en résulte, à partir d'une cellule mère, la formation d'un
nombre variable de microspores (monades, diades, triades, tétrades
et polyades) (fig. 2 b-d) avec des noyaux de tailles souvent inégales
voire inexistant (cytoplastes).
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1Figure 2
Aspects cytologiques de l'ontogenèse
du pollen chez C. dupreziana.
a : coupe d'un microsporange montrant
de gauche à droite: l'épiderme, le tapis
et le tissu sporogène.
b : exemples de monade (à gauche)
et de diade (à droite) produites
lors de la sporogenèse.
c : exemple de polyade à 5 microspores.
d : exemple de tétrade
avec des microspores présentant
des noyaux de tailles différentes.
e; f : grains de pollen matures
de C. sempervirens et de
C. dupreziana respectivement.
La fluorescence des noyaux
due à la coloration par le DAPI permet
de visualiser l'importante différence de laille.
9 : grains de pollen de C. dupreziana
en germination et colorés au DAPI.
Les grains germés présentent 2 noyaux.
Caractéristiques du pollen mature
Le pollen mature de C. dupreziana présente des grains très hétéro-
gènes comprenant des grains uninucléés et des grains sans noyaux.
Les grains de pollen de C. sempervirens utilisé en tant que témoin,
186 T Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
également uninucléés, ont un diamètre d'environ 26IJm et montrent
une distribution unimodale (fig. 3). En revanche, chez C. dupre-
ziana, l'histogramme des diamètres présente 2 modes (fig. 3). Les
deux tiers des grains ont une grande taille (> 30 !lm), nettement
supérieure à celle du pollen de C. sempervirens. Ceci est corroboré
par les observations en microscopie en fluorescence après colora-
tion au DAPI (fig. 2 e-f).
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Histogrammes
de répartition des diamètres
des grains de pollen matures
de C. sempervirens (en haut)
et de C. dupreziana (en bas).
Le pollen de C. dupreziana
est hétérogène
et contient une majorité
de très gros grains
(environ 38 ~m).
les plus gros
du genre Cupressus.
Quantité d'ADN
Tous les échantillons analysés (pollen et tissu somatique) montrent
un seul pic de fluorescence (fig. 4). Les pics produits par les noyaux
extraits des tissus somatiques des 2 espèces correspondent à la
quantité d'ADN de référence 2C. Leurs positionnements identiques
traduisent des tailles de génome semblables. Les noyaux extraits du
pollen mature de C. sempervirens ont également la même quantité
d'ADN (2C), tandis que le pic de fluorescence produit par le pollen
de C. dupreziana se positionne à 4C. Pour les deux espèces la quan-
tité d'ADNn du pollen en germination est la moitié de celle du pol-
len mature (respectivement 1C et 2C pour C. sempervirens et
C. dupreziana). Ceci révèle que pour les deux espèces le pollen
mature est arrêté en phase G2. Au début de la germination la mitose
conduit à la production de 2 noyaux (fig. 2 g).
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1Figure 4
Quantité d'ADN des noyaux des grains de pollen et des tissus
somatiques de deux espèces de cyprès méditerranéens:
C. dupreziana (première colonne) et C. sempervirens
(seconde colonne). Les histogrammes représentent le nombre
d'événements (noyaux en ordonnée) par niveau d'intensité relative
de fluorescence (abscisse) DAPI. Pour chaque pic, la fluorescence
moyenne est exprimée en unité « C " (quantité d'ADN du génome
haploïde). Le pollen mature de C. dupreziana produit un pic
de fluorescence à 4C, celui de C. sempervirens montre un pic
à 2C identique à ceux obtenus à partir des tissus somatiques.
Pour les deux espèces, les noyaux extraits du pollen
en germination produisent respectivement des pics à 2C et 1C.
Ces résultats montrent que pour les deux espèces
le pollen mature est arrêté en phase G2
et que celui de C. dupreziana est non réduit.
1Discussion
L'étude de la microsprorogenèse et du pollen chez C. dupreziana
nous a pennis de montrer que des anomalies de méiose conduisent à
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la formation de grains de pollen anormaux. Plusieurs types de grains
de pollen sont observés en fonction de la nature des anomalies. La
majorité du pollen est constitué de gros grains dont la taille (environ
38 Ilm) dépasse nettement celle du pollen des autres espèces du genre
Cupressus. Cette particularité n'avait jusqu'à présent pu être expli-
quée (Gaussen, ]968). Chez les gymnospermes, de rares cas de
microsporogenèse anormale avaient été signalés chez deux autres
espèces: Picea abies (Andersson, 1947) et Pinus sylvestris (Runquist,
1968) mais, à notre connaissance, la production de pollen viable
diploïde n'avait jamais été décrite. En revanche, chez les angio-
spermes la production de pollen non réduit se rencontre assez fré-
quemment (Bretagnolle et Thompson, 1995) et est considérée comme
l'un des principaux mécanismes conduisant à l'apparition naturelle
d'espèces polyploïdes. Cependant, à l'échelle d'une espèce, la pro-
duction de pollen viable non réduit reste un phénomène sporadique,
contrôlé par des facteurs génétiques et environnementaux (Ramsey et
Schemske, 1998). Chez C. dupreziana, nos observations montrent des
aberrations systématiques de la méiose qui conduisent à du pollen
constitué de grains non fonctionnels et de grains viables non réduits.
Sous réserve d'une validation à l'ensemble de l'espèce, l'absence
d'individus susceptibles de produire du pollen réduit compromettrait
les possibilités d'une reproduction sexuée conforme. D'autre part,
tous les embryons de C. dupreziana étudiés se sont révélés diploïdes
ce qui exclu la fécondation entre gamètes mâles non réduits et
gamètes femelles (réduits ou non réduits). Ces observations permet-
tent de conforter l'hypothèse précédemment émise d'une apomixie
paternelle (Pichot et al., 2000) dans laquelle l'embryon dériverait du
développement du pollen dans les structures reproductrices femelles.
L'origine de ce mode particulier de reproduction doit être recherché
dans le contexte écologique propre à cette espèce. Si le processus
d'extinction actuel de C. dupreziana semble indéniablement lié à
l'évolution des conditions environnementales et à la surexploitation
des peuplements, il apparaît par ailleurs directement connecté à l'évo-
lution régressive du système reproducteur. La sélection d'un tel mode
de reproduction pourrait être attribuée à l'effet dépressif de la consan-
guinité qui intervient dans le cas de populations à faibles effectifs et
géographiquement isolées. Bien que des plantations conservatoires
aient été installées dans quelques pays, la survie de l'espèce et la valo-
risation de ses ressources génétiques restent problématiques. Dans cet
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objectif, la réelle diversité génétique de l'espèce, aujourd'hui réduite
à 231 arbres, mériterait d'être évaluée. Elle pourrait être particulière-
ment réduite en raison du système de reproduction de type apomic-
tique ici mis en évidence. Le caractère diploïde du pollen permet
difficilement d'envisager son utilisation dans le cadre d'hybridations
interspécifiques avec les autres espèces de cyprès, à notre connais-
sance, toutes diploïdes. Enfin, les gènes contrôlant des caractères d'in-
térêt majeur tel que la résistance à la sécheresse ou la production de
gamètes non réduits mériteraient d'être transférés à d'autres espèces.
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(Musa spp.)
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1Introduction
Les bananes et plantains jouent un grand rôle dans l'alimentation de
base des populations des pays tropicaux. Ils occupent la quatrième
place pour la production de fruits au monde, et la deuxième place
en ce qui concerne le commerce des fruits. Comme la plupart des
plantes cultivées, le bananier est menacé par un certain nombre
d'agents pathogènes et de ravageurs (Perrier, 1992). La création de
nouveUes variétés résistantes aux maladies et ravageurs avec des fruits
, Laboratoire de Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360,
université Paris Sud XI, F-91405 Orsay cedex. France.
2 Cirad-Flhor, av. du Val Montferrand, BP 5035, F-34032 Montpellier
cedex, France.
3 Bundesanstall für Züchtungsforschung an Kullurplanzen, IAG, Graf-
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de bonne qualité (meilleur contrôle du mûrissement, goût, fonne, cou-
leur, rigidité de la pulpe, etc.) s'avère nécessaire.
Les travaux d'amélioration par les méthodes classiques de croise-
ments se heurtent souvent aux problèmes de stérilité qui caractéri-
sent la plupart des génotypes (Stover et Simmonds, 1987). Malgré
les succès obtenus dans la création de nouvelles variétés par les
hybridations classiques (Bakry et Horry, 1992 ; Vuylsteke el al.,
1993), la plupart des génotypes d'importance économique ne sont
que des produits issus d'une simple séleclion. L'industrialisation de
la culture bananière a engendré une diminution considérable de la
variabilité génétique. La fusion somatique, c'est-à-dire la fusion des
protoplastes, devrait pennettre de contourner les barrières de stéri-
lité, d'augmenter la variabilité génétique et de mieux comprendre la
génétique du cytoplasme ainsi que les interactions entre le cyto-
plasme et le noyau.
La fusion somatique nécessite la maîtrise du comportement des
protoplastes depuis leur isolement jusqu'à leur régénération en
plantes. Les protoplastes peuvent être obtenus à partir des feuilles,
de cals et des suspensions cellulaires. Chez la plupart des Mono-
cotyledones dont font partie les bananiers, les suspensions cellu-
laires constituent le matériel de choix pour l'isolement des
protoplastes. Des suspensions cellulaires peuvent être obtenues à
partir des tissus de rhizomes et du pseudo tronc (Novak el al.,
1989), de l'apex caulinaire (Dhed 'a el al., 1991), des jeunes fleurs
mâles (Ma, 1991 ; Grapin el al., 1996, Côte el al., 1996), des
embryons zygotiques immatures (Marroquin el al., 1993). Les pre-
miers travaux concernant l'isolement et l'obtention de la division
chez les cellules issues de protoplastes du bananier ont été rappor-
tés respectivement par Bakry (1984) et Matsumoto el al. (1988). La
régénération de plantes à partir de protoplastes a été obtenue par
Megia el al. (1993) et Panis el al. (1993) chez le même cultivar
Bluggoe (ABB).
Le présent article rapporte sur la mise au point d'une méthode per-
mettant la régénération de plantes à partir de protoplastes issus de
plusieurs cultivars d'importance économique.
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Matériel végétal
Le matériel de base utilisé pour l'isolement des protoplastes est consti-
tué de feuilles, de cals, et de suspensions cellulaires embryogènes. Les
suspensions cellulaires ont été obtenues chez les génotypes Grande
Naine (MA), Gros Michel (MA), SF 265 (AA), Col 49 (AA), [RFA 903
(AA), Currare Enano (AAB) et Dominico (AAB). Des cals haploïdes
ont été initiés à partir des cultures d'anthères chez les génotypes
Pisang batu (BB), Pisang klutuk wulung (BB) et Pisang klutuk (BB).
Les feuilles de vitro plants haploïdes du dernier génotype ont égaIe-
ment été utilisées pour isoler les protoplastes, ainsi que les feuilles du
génotype Tani (diploide BB) et Colalina Ouro (diploide AA).
1Méthodes
Entretien et maintien du matériel utilisé in vitro
Toutes les suspensions cellulaires ont été initiées à partir des jeunes
fleurs mâles. La méthode d'initiation est celle décrite par Ma
(1991), Grapin et al. (1996), Côte et al. (1996). Les suspensions cel-
lulaires sont maintenues et multipliées sur le milieu M2. Ce milieu
est basiquement celui de Murashige et Skoog (1962) additionné de
lmg.!-I d'acide 2,4 0 dichlorophénoxyacetique (2,4 0), 2,5 mg.!-!
de biotine, 100 mg.!-l de myoinositol, 100 mg.!-l de glutamine,
100 mg.!-I d'extrait de malt (Sigma) et de 15 g.l-I de saccharose.
Les cals haploïdes ont été initiés à partir des anthères des inflores-
cences mâles (Kerbelec, 1996) ; ces cals sont maintenus sur milieu
MS modifié contenant 500 mg.l-! d'hydrolysat de caséine, 2 mg.l-!
d'acide 3-indole acétique (AJA), 2 mg.!-! de benzyladénine (BA),
vitamines de Morel (Morel et Wetmore, 1951). Les plantes in vitro
sont maintenues sur milieu MS additionné de 100 mg.l- l de myoi-
nositol, 1g.l-I NH4N03 (Mollers et Wenzel, 1992). Les suspensions
embryogènes doivent être subcultivées sur du milieu frais tous les
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1°jours. Les cals et les vitro plants sont repiqués tous les 30 jours
à raison d'un expiant par contenant.
Protoplastes de suspensions cellulaires
2 à 3 jours après une subculture, les suspensions cellulaires sont fil-
trées à l'aide d'un double tamis, fixé à une tulipe. Le diamètre des
maiJJes est de 500 ilm pour Je tamis supérieur et de 200 ilm pour
l'inférieur. Le filtrat est recueilli dans une boîte de Pétri: 5 ml de la
solution enzymatique EC, sont mélangés avec 1 ml de volume de
cellules décantées. La solution enzymatique EC 1 est composée de
1,5 % de cellulase RS, 0,15 % de pectolyase, 3 % de KCI et 0,5 %
de CaCI2. La macération ainsi obtenue est placée à l'obscurité, à
une température de 27 oC pendant 12 h-14 h.
Protoplastes de cals et de feuilles
Des cals en croissance active, âgés de 4 semaines après la dernière
subculture, ou des jeunes feuilles prélevées sur des vitro plants repi-
qués depuis 4-5 semaines sont utilisés pour fournir des protoplastes.
Ces matériels sont découpés à ('aide d'un scalpel en tranches fines
de 1 mm d'épaisseur et rapidement placés en erlenmeyer de 150 ml
muni d'un bec latéral. Cette ouverture est raccordée à un filtre mil-
lipore de 0,22 ilm de diamètre.
Pour chaque gramme de cal ou de feuille, on ajoute 10 ml de solu-
tion enzymatique. La macération des fragments de cals est réalisée
à l'aide de la solution enzymatique EC2 composée de 1,5 % de cel-
lulase RS, 0,15 % de pectolyase, 1 % de macérozyme, 3 % de KCI,
0,5 % de CaCI2. Pour la macération des feuilles, on utilise la solu-
tion enzymatique EC3 composée de 1 % de cellulase RS, 0,15 % de
pectolyase, 1 % de macérozyme, 3 % de KCI, 0,5 % de CaCI2 et
9 % de mannitol. Le pH des solutions enzymatiques est ajusté à 5,6.
Les macérations sont placées sur un agitateur (30 tours/mn) à l'obs-
curité, à 27 oC pendant 14 h-16 h.
Récupération des protoplastes
À l'issue de la digestion enzymatique, des prélèvements sont effec-
tués afin de s'assurer de la présence et de la qualité des protoplastes.
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Un simple contrôle sous microscope de la préparation réalisée per-
met de juger de l'efficacité du traitement de production des proto-
plastes. La macération est alors filtrée sur un double tamis de
100125 Jlm de diamètre de maille. La suspension de protoplastes est
ensuite transférée dans des tubes de centrifugation. Les protoplastes
sont récupérés après trois séries de rinçages par centrifugations de
5 mn chacune, à 650 tours/mn. Le milieu SA de rinçage des proto-
plastes est le suivant: 3 % CaCI2, 0,5 % KCI.
Viabilité des protoplastes et synthèse de la paroi cellulaire
Le test de viabilité est réalisé à l'aide de Fluoresceine di-acétate
(FDA) (Widholm, 1972). La reconstitution de la paroi cellulaire est
mise en évidence à l'aide du colorant Calcofluor White (Nagata et
Takebe, 1970).
Culture des protoplastes
Les protoplastes de bananiers sont cultivés à forte densité, sur une
couche nourricière (Panis et al., 1993 ; Megia et al., 1993).
Préparation de la couche nourricière
La couche nourricière se prépare 1 à 2 jours avant la mise en cul-
ture des protoplastes. Elle est conservée à 26 oc à l'obscurité. Elle
est composée du milieu liquide MS plus 500 mg.l- I de glucose,
100 g.l-I de maltose, 10 g.l-I de saccharose, 45 mg.I- 1 de myoinosi-
toi, vitamines de Morel, de 2,5 mg.J-l d'acide 2,4 0 dichlorophé-
noxyacetique (2,4 0). Ces milieux sont gélifié par de l'agarose sea
plaque (Sigma) à raison de 20 g.l-I. La couche nourricière contient
des cellules en prolifération active, issues d'une suspension de cel-
lules de banaIÙer.
La couche nourricière se prépare de la manière suivante:
- préparer le milieu liquide MS modifié ci dessus décrit, à concen-
tration double et le stériliser par filtration sur millipore de 0,22 Jl m ;
- préparer une solution d'agarose : faire dissoudre la solution d'agarose
à double concentration (soit 40 g.l-I) dans de l'eau distillée. La solution
d'agarose est ensuite stérilisée par autoclavage (120 oC pendant 30 mn);
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- filtrer sur un double tamis de diamètre de mailles de 1 000/100 !lm
la suspension de cellules nourricières et laisser décanter dans un tube
stérile. Éliminer le surnageant et récupérer le culot cellulaire à l'aide
d'une pipette stérile à large bec;
- ajouter au milieu liquide MS modifié, les cellules décantées à rai-
son de 3 à 6 % (volume/volume) ;
- attendre que la solution de l'agarose soit refroidie (30-35 oC).
Ensuite, y ajouter le MS modifié contenant les cellules nourricières;
- homogénéiser doucement le mélange par agitation manuelle, cou-
ler le mélange dans les boîtes de Pétri (5,5 cm de diamètre) à raison
de 12 ml par boîte;
- recouvrir la couche nourricière de la membrane millipore (0,8 !lm)
stérile;
- déposer sur la membrane milLipore environ 500 ml de suspension
de protoplastes. Cette dernière contient 0,5.106.1 Q6 protoplastes/ml,
du milieu composé de sels de N6 (Chu et al., 1975), vitamines,
acides organiques et sucres de Kao et Michayluk (1975), 70 g.l-I de
glucose, 100 mg.I- 1 de MES, 250 mg.l- I de K.H2P04 et 10 g.l-I de
saccharose.
Régénération des protoplastes
Après 3 semaines environ, on observe sur la couche nourricière des
microcolonies de cellules à cytoplasmes dense constituant les pro-
embryons. Ces proembryons sont ensuite transférés en masse sur le
milieu de régénération AOABo.5 contenant 1/2 de sels de MS, vita-
mines de Morel, 0,4 mg.l- I d'acide 3-indole acétique (AIA), 0,5
mg.l- I de benzyladénine (BA), 30 g.l-l de saccharose, 4 g.l-I de geI-
rite (Sigma). Trois à quatre semaines après le transfert sur milieu de
régénération Ao.4Bo.5' les proembryons s'épidermisent pour fournir
des masses blanches lisses qui donneront des embryons. Ces
embryons sont ensuite repiqués individuellement sur le même
milieu à raison de 30 embryons par boîte de Pétri. Les plantules for-
mées à partir des embryons sont repiquées sur le milieu de multi-
plication des plantes in vitro.
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1Résultats
Les protoplastes ont été isolés à partir des suspensions cellulaires,
des cals et des feuilles. Lorsque le matériel de base est une suspen-
sion cellulaire, le rendement peut atteindre 23.106 protoplastes par
ml de suspension cellulaire. La viabilité examinée lors de l'isole-
ment des protoplastes varie entre 71 et 91 % (tabl. 1). Les proto-
plastes isolés à partir des suspensions cellulaires sont de taille très
hétérogène (diamètre variant de 10 à 35 Jl m).
Génotype Grande Gros Currare Dominico IRFA SF-265 Col-49
Naine Michel Enano -903
Génome AAA AAA AAB AAB AA AA AA
Nombre 11,7 8,9 7,7 23,3 20,0 16,2 10,0
(1 ()6/ml) ±6,4 ±5,1 ± 7,2 ± 12,6 ± 14,7 ± 19,5 ± 10,5
Viabilité (0/0) 85,3 89,4 76,8 91,0 82,4 71,0 84,6
± 3,8 ± 4,6 ± 5,1 ± 2,0 ± 1,7 ± 3,4 ± 1,3
Taille (~m) 15-35 10-25 20-35 15-35 10-25 15-35 10-35
Nombre de protoplastes obtenus à partir d'un millilitre de suspension cellulaire.
La viabilité des protoplastes est observée une heure après la procédure d'isolement.
A : Génome acuminala
B : Génome balbisiana
1Tableau 1
Caractérisation des protoplastes de suspension cellulaire.
Lorsque les protoplastes sont isolés à partir des cals ou des feuilles
le rendement est beaucoup plus faible. Il n'excède pas 3.106 proto-
plastes/ml. Le taux de viabilité n'est que de 27-40 % (tab!. 2). Les
protoplastes de mésophylles sont de taille beaucoup plus homogène
que ceux des cals ou des suspensions cellulaires.
Après 8 jours de culture, 75-80 % des protoplastes ont reconstitué
leur paroi. Les protoplastes ayant synthétisé leur paroi prennent
alors une forme plus ou moins ovoïde. Cependant la division de ces
cellules ne s'observe que dans des conditions de cultures particu-
lières impliquant l'utilisation de cellules nourricières et une forte
... 199
200 T Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
Génotype Pisang Pisang klutuk Pisang Pisang Tani Colatino
klutuk (c) wulung (c) Batu (c) klutuk (t) (t) Ouro (t)
Génome B B B B BB AA
Rendement 1,7 2,4 2,8 1,1 1,2 2,1
106/9 ± 0,2.1()6 ±2,3.1()6 ± 0,4. 1()6 ± 0,7.1()6 ± 0,9. 1()6 ± 1,3.1()6
Viabilité 30 30 35 31 40 27
(%) ± 1,7 ±2,2 ±5,7 ±6,0 ±3,5 ±3,5
Taille (~m) 15-20 15-25 15-25 25-35 25-35 15-30
Nombre de protoplastes obtenu à partir d'un gramme de cal ou de feuille.
La viabilité des protoplastes est observée une heure après la procédure d'isolement.
A : Génome acumlnata
B : Génome ba/bisiana
1Tableau 2
Caractérisation des protoplastes de cals (c) et de mésophylles (f).
concentration des protoplastes mis en culture (5.105 à 106 proto-
plastes/ITÙ). Les premières divisions apparaissent chez les cellules
issues de protoplastes provenant des suspensions cellulaires, cinq à
sept jours après leur mise en culture. En revanche, les protoplastes
issus de cals et de mésophylles conduisent à des cellules qui ne se
divisent pas. Ces dernières peuvent néanmoins rester en vie pendant
près de 3 semaines sur la couche nourricière.
Afin d'optimiser les divisions des cellules issues des protoplastes
puis la formation des proembryons, nous avons testé deux types de
cellules nourricières de bananier: Grande Naine (MA) et !RFA 903
(M). Pour tous les génotypes étudiés, la couche nourricière Grande
Naine (MA) favorise plus l'évolution des protoplastes et la formation
des proembryons que la suspension cellulaire !RFA 903 (M) (tab!. 3).
Le taux de cellules en division par rapport au nombre de protoplastes
mise en culture varie entre 9-16 % pour la couche nourricière Grande
Naine (MA) ; ce taux n'est que de 2-9 % lorsqu'on utilise la suspen-
sion cellulaire IRFA 903 (M). Le taux de formation des proembryons
peut atteindre 9 % avec la cellule nourricière Grande Naine (MA) ;
il n'excède pas 2 % quand on utilise !RFA 903 (M) comme cellule
nourricière.
À l'étape « proembryon », la culture qui se développe sur la couche
nourricière est très hétérogène. Comme le montre la figure 1, on
observe à ce stade des protoplastes et des cellules isolées (30 %), des
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Génotype Génome Couche Nombre Cellules Proembryons
nourricière de protoplastes/ en division! formés/
boîte de Pétri boîte de Pétri boîte de Pétri
Grande AM Grande Naine 0,5.106 80000 (16 %) 18 000 (3,6 %)
Naine IRFA 903 0,5.106 20000 (4 %) 1600 (0,3 %)
Gros AM Grande Naine 0,5.106 70000 (14 %) 10 000 (2%)
Michel IRFA 903 0,5.106 12000(2,4 %) 1800 (0,4 %)
IRFA 903 M Grande Naine 0,5.106 60000 (12 %) 15000 (3 %)
IRFA 903 0,5.106 35000 (7 %) 4700 (0,9 %)
Col 49 M Grande Naine 0,5.106 45000 (9 %) 9000 (1,8 %)
IRFA 903 0,5.106 10000 (2 %) 1400 (0,3 %)
SF265 AA Grande Naine 0,5.106 125 000 (25 %) 43000 (8,6 %)
IRFA 903 0,5.106 45000 (9 %) 2300 (0,5 %)
l 5,0.106 502000 (10 %) 108800 (2%)
A : Génome acuminata
B : Génome balbisiana
1Tableau 3
Effet de la couche nourricière sur les premières divisions
des cellules dérivées de protoplastes obtenus à partir des suspensions
cellulaires de type acuminata et la formation des proembryons.
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microcolonies (39 %)
(proembryons)
cellules
isolées (30 %)
cellules en
2e division (9 %)
cellules en
1re division (22 %)
1Figure 1
Structures sur couche nourricière trois semaines
après la mise en culture des protoplastes de bananiers.
cellules en premières divisions (22 %), des cellules en deuxièmes
divisions (9 %) et des proembryons (39 %). Les proembryons for-
més sont laissés sur la couche nounicière ou transférés sur milieu de
régénération AoABa.s' Dans les deux cas, les proembryons évoluent
en embryons ; mais, sur la couche nounicière, les embryons appa-
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raissent 6 mois après la mise en culture des protoplastes alors que,
sur milieu AOABo.s, les premiers embryons se forment 2 mois après
la mise en culture des protoplastes. De plus, le taux de formation des
embryons est beaucoup plus élevé lorsque les proembryons sont
transférés sur le milieu AoABo.s'
Le nombre de plantes régénérées varie selon le génotype. Les meil-
leurs résultats ont été obtenus avec les génotypes Grande Naine
(AAA) (200 plantes) et IRFA 903 (AA) (115 plantes) (tabl. 4).
Génotype Génome Nombre Nombre Taux ded'embryons de plantules régénération
Grande Naine (5) AAA 273 200 73
Gro5 Michel (5) AAA 140 43 31
Currare enano (5) AAB 91 36 40
SF 265 (5) AA 95 77 81
IRFA 903 (5) AA 126 115 91
Col 49 (5) AA 329 54 16
Colatino Ouro (c) AA 0 0 0
Tani (f) BB 0 0 0
Pi5ang Batu (c) B 0 0 0
Pi5ang Klutuk (clf) B 0 0 0
Pi5ang Klutuk w. (c) B 0 0 0
L 1 045 525 50
A : Génome acuminata
B : Génome balbisiana
1Tableau 4
Évolution morphogène des protoplastes de diverses origines
(s =suspension cellulaire; c =cal; f =feuille).
1Discussion
La mise en culture des protoplastes n'est envisageable que s'ils sont
isolés en quantité suffisante. Le rendement des protoplastes et leur
taux de viabilité à l'isolement dépendent en grande partie du maté-
riel de base. D'une manière générale, lorsque des suspensions cel-
lulaires sont utilisées comme source d'isolement de protoplastes, le
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rendement et le taux de viabilité sont très élevés (tab!. 1). Par
contre, ce rendement est faible quand les protoplastes sont issus de
cals ou de feuilles (tabl. 2). De même, le taux de viabilité des pro-
toplastes issus de cal ou de feuille est largement inférieur à celui des
protoplastes de suspension cellulaire (tab!. 1 et 2).
Dans nos expérimentations, seuls les protoplastes issus de suspen-
sions cellulaires embryogènes sont capable d'évoluer favorable-
ment. La perte de pouvoir de division des protoplastes de feuilles et
de cals peut s'expliquer par le fait que, étant très fragiles, ils ne résis-
tent pas à la macération enzymatique. Ces résultats montrent que les
suspensions cellulaires constituent Je matériel idéal pour l'obtention
et la culture des protoplastes chez le bananier. Ceci a été démontré
chez les autres monocotylédones comme le riz (Datta et al., 1992)
(Jain et al., 1996), le maïs (Prioli et Sondahl, 1989), le blé (Vasil
et al., 1990), l'orge (Funatsuki et al., 1992). Pour une meilleure
exploitation des protoplastes du bananier, il importe de concentrer
les efforts sur le développement d'une méthode reproductible per-
mettant l'établissement des suspensions cellulaires embryogènes
chez toutes les variétés importantes.
Les protoplastes du bananier, comme ceux de la plupart des monoco-
tylédones, sont considérés comme récalcitrants. Leur culture pose en
effet de nombreux problèmes. L'entrée en division des cellules issues
des protoplastes de bananier nécessite pour l'instant l'utilisation des
cellules nourricières. La comparaison de l'effet des deux génotypes
de cellules nourricières Grande Naine (AM) et [RFA 903 (M) sur la
division des cellules dérivant des protoplastes et la formation des
proembryons révèle que la couche nourricière Grande Naine (AM)
est plus favorable pour la division des cellules issues des protoplastes,
ainsi que pour leur évolution en proembryons, que celle du génotype
[RFA 903 (M) (tabl. 3). Ceci peut être mis en rapport avec la struc-
ture cellulaire de ces deux suspensions, compte tenu du fait que la
suspension Grande Naine (AM) est plus riche en cellules embryo-
gènes non organisées en structures embryoïdes que celle du génotype
[RFA 903 (M) et que sa vitesse de croissance est supérieure.
Le mécanisme de l'effet des cellules nourricières sur l'évolution
morphogène des protoplastes est mal connu. Selon Karp et Lazzeri
(1992), les cellules nourricières produiraient des substances non
définies « growth-promoting-factors: GPF » qui stimuleraient les
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divisions cellulaires. Une autre hypothèse considère que les proto-
plastes produisent par l'intermédiaire de débris, d'excrétions, des
« growth-inhibitor-factors: GIF» qui gêneraient leur évolution s'ils
n'étaient pas neutralisés par les GPF.
Ces études ont perl1Ùs de montrer que les cellules nourricières sont
nécessaires au développement des protoplastes jusqu'à l'apparition
des microcolonies. Il semblerait que les cellules nourricières ont un
effet de blocage partiel sur l'évolution des microcolonies (proem-
bryons), puisque très peu de microcolonies évoluent en embryons
lorsqu'elles sont laissées sur la couche nourricière. Les microcolo-
nies sont désormais transférées sur le milieu de régénération immé-
diatement après leur formation.
L'évolution morphogène des protoplastes en plantes n'est observée
que lorsque le matériel d'origine est une suspension cellulaire
embryogène. Toutefois, on note un effet génotype dans la régénéra-
tion. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec le génotype
Grande Naine (AM) (tab!. 4). Ces résultats peuvent être mis en rap-
port avec la qualité de la suspension cellulaire. C'est en effet celle
qui produit directement plus de plantes par unité de volume parmi
les suspensions dont nous disposons.
Conclusion
Lors de ces travaux, nous avons augmenté le nombre de génotypes de
bananier capables de fournir des protoplastes aptes à régénérer des
plantes. Par ailleurs, nous avons considérablement amélioré le taux de
conversion des proembryons en plantes en modifiant les protocoles
établis par nos prédécesseurs, c'est-à-dire en transférant de façon pré-
coce les proembryons sur milieu de régénération et en subcultivant ces
proembryons individuellement sur le même milieu de régénération.
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Biotechnologies appliquées
chez l'aubergine
C. Collonnier1 F. Vedel2
1. Fock1 G. Ducreux1
Y. Lian1 D. Sihachakr1
A. Servaes1
Ilntroduction
L'aubergine (Solanum melongena L.), aussi connue sous les noms
d'« eggplant », de « brinjal » ou de « Guinea squash », est le sep-
tième légume le plus consommé au monde (FAO, 1989). Elle est
d'une importance économique considérable en Asie, en Afrique et
dans les régions subtropicales (Inde, Amérique centrale), mais est
aussi cultivée dans certaines régions tempérées comme la zone
méditerranéenne et le sud des États-Unis (Sihachak.r et al., 1993).
Plus faible que celle de la tomate, sa valeur nutritionnelle est cepen-
dant comparable à celles des autres légumes (Grubben, 1977). Son
poids frais se compose de 92,7 % d'eau, de 1,4 % de protéines, de
1,3 % de fibres, de 0,3 % de lipides, de 0,3 % de sels minéraux, les
4 % restant regroupant d'autres carbohydrates et des vitamines
(A et C) (Khan, 1979).
1 Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, université Paris Sud,
91405 Orsay cedex, France.
2 Institut de biotechnologies des plantes, CNRS-UMR 8618, bât. 630,
université Paris Sud, 91405 Orsay cedex, France.
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L'aubergine est sensible à de nombreuses maladies et parasites, en
particulier à des flétrissements bactérien (Ralstonia) et fongiques
(Fusarium, Verticillium), aux nématodes et à certains insectes
(Sihachakr et al., 1994). Elle présente des résistances partielles à la
plupart de ces pathogènes mais souvent à des niveaux insuffisants
(Messiaen, 1989 ; Daunay et al., )991). L'introduction de gènes de
résistance est donc, avec l'amélioration du rendement et de la qua-
lité du fruit, un des objectifs principaux de la sélection traditionnelle
et des biotechnologies.
Des expériences de croisement entre l'aubergine et ses espèces
apparentées ont été réalisées et des techniques, comme l'exploita-
tion de la variation somaclonale et le transfert de gènes par hybri-
dation somatique ou transformation génétique ont été explorées afin
d'augmenter la variabilité existante.
Cette revue d'ensemble tente d'une part de condenser les informa-
tions disponibles sur les ressources génétiques de l'aubergine et leur
utilisation potentielle dans les programmes de sélection, et d'autre
part de faire un point sur l'état actuel des recherches en biotechno-
logies menées pour l'amélioration de cette espèce.
Ressources génétiques
Solanum melongena L. est une des espèces non-tubéreuses de la
famille des Solanacées. Elle appartient à la sous-famille des
Solanoideae, à la tribu des Solaneae, au genre Solanum et au sous-
genre Leptostemonum (Dun) Bitt, qui comporte plus de 450 espèces
distribuées en 22 sections (D'Arcy, ]972 ; Whalen, 1984). Des
variétés primitives d'aubergine sont encore présentes en Asie, mais
une érosion génétique importante, due à l'utilisation préférentielle
de cultivars à haut rendement, a eu lieu en Indonésie, aux Philip-
pines, en Thaïlande et en Malaisie (Grubben, 1977).
L'aubergine présente une grande variabilité morphologique (cou-
leur, forme, et taille), physiologique et biochimique. Ses niveaux de
résistance aux maladies sont eux-aussi très variés (Messiaen, 1989 ;
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Daunay et al., 1991). Des résistances au feu bactérien (Ralstonia
solanacearum) et à l'anthracnose des fruits (Colletotrichum gloeo-
sporioides) ont été mises en évidence chez certaines variétés (Kaan,
1973 ; Rao et al., 1976 ; Sitaramaiah et al., 1985 ; Messiaen, 1989).
Cependant pour les nématodes (Meloidogyne spp.), la verticilliose
(Verticillium dahliae), la fusariose (Fusarium oxysporum f.
sp. melongenae), ainsi que le flétrissement dû à Phomopsis vexans,
le niveau de résistance est insuffisant (Dhawan et Sethi, 1976 ;
Nothman et Yephet, 1979 ; Yamakawa et Mochizuki, 1979 ;
Messiaen, 1989). Contre les insectes, comme Leucinodes orbonalis,
Amrasca biguttula, Aphis gossypii, et Epilachna viginti octopunc-
tata, l'aubergine montre seulement des tolérances (Raj et Kuma-
raswami, 1979 ; Bindra et Mahal, 1981 ; Chelliah et Srinivasan,
1983 ; Sambandam et Chelliah, 1983). Peu ou pas de tolérances ont
été rapportées concernant d'autres parasites, insectes et mites
(Colletotrichum coccodes, Fusarium solani, Thrips palmi,
Sclerotium rolfsii, et Tetranychus spp) (Messiaen, 1989 ; Daunay
et al., 1991). En conséquence, développer des résistances fortes,
voire totales, aux principales maladies de l'aubergine semble gran-
dement nécessaire.
Des caractères de résistance aux maladies et aux stress environne-
mentaux existent parmi les espèces du genre Solanum apparentées
à l'aubergine. Comme le montrent les données du tableau 1, des
résistances aux maladies les plus graves de S. melongena (flétrisse-
ments bactériens et fongiques, nématodes) ont été identifiées chez
S. sisymbrifolium et S. torvum (Mochizuk.i et Yamakawa, 1979 ;
Messiaen, 1989 ; Daunay et al., 1991). D'autres résistances à
Phomopsis vexans et Leucinodes orbonalis ont été rapportées chez
S. sisymbrifolium et S. khasianum (Kalda et al., 1977). S. aethiopi-
cum, présente aussi quelques caractères de résistance intéressants
contre Leucinodes orbonalis, Ralstonia solanacearum et Fusarium
oxysporum (Daunay et al., 1991 ; Ano et al., 1991). En ce qui
concerne les stress environnementaux, différentes résistances ont
été mises à jour: résistance au froid chez S. grandfflorum Ruiz et
Pavon, S. mammosum L. et S. viarum Dun. = S. khasianum Clarke
(Baksh et Iqbal, 1979), résistance à la salinité chez S. linnaeanum
Hepper et Jaeger, et résistance à la sécheresse chez S. macrocarpon
L. (Daunay et al., 1991).
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Maladies ou dègâts S. viarum Dun. S. sisymbrifolium S. aethiopicum L. S. torvum Sw.
causés par: =S. khaslanum Lam.
Champignons:
Phomopsis vexans résistant résistant
Fusarium oxysporum résistant
Venicil/ium dahliae résistant résistant
Bactéries:
Ralstonia solanacearum partiellement résistant résistant
résistant
Insectes:
Leucinodes orbonalis résistant résistant
Epilachna résistant résistant résistant
vigintioctopunctata
Nematodes:
Meloidogyne spp résistant résistant
1 Tableau 1
Principales sources de résistance aux maladies et parasites
de l'aubergine chez les espèces du genre Solanum
qui lui sont apparentées (Daunay et al. 1991).
L'analyse biochimique et moléculaire de la diversité génétique chez
l'aubergine a fait l'objet de quelques études fondées sur les isoen-
zymes (Karihaloo et Gottlieb, 1995) et les RAPDs (Karihaloo et al.,
1995). Une carte génétique partielle comprenant 94 loci, répartis en
13 groupes de liaison recouvrant 716,7 cM, a d'autre part été éla-
borée à partir de marqueurs RAPD sur 168 descendants F2 d'un
croisement entre une lignée à fruits de qualité et une lignée résis-
tante au feu bactérien (Nunome et al., 1998). Une résistance à la
bactérie a été associée à 2 de ces 13 groupes. Mais cette carte doit
encore être enrichie de marqueurs codominants pour permettre une
analyse QTL des résultats.
Afin d'étudier les relations phylogénétiques entre J'aubergine et ses
espèces apparentées des analyses AFLP (Mace et al., 1999) et
d'ADN chloroplastique associant amplification PCR et enzymes de
restriction (Sakata et Lester, 1994 ; Isshiki et al., 1998) ont été
menées. Ces résultats pourraient contribuer à la détermination de
marqueurs de résistances utilisables dans le cadre de programmes
SAM (Sélection assistée par marqueurs).
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Hybridation sexuée
Les techniques de sélection conventionnelle par croisements sexués
sont traditionnellement les premières à être utilisées pour introduire
les caractères agronomiques utiles des espèces sauvages dans l'es-
pèce cultivée. Ces dernières années, les sélectionneurs d'aubergine
ont concentré leurs efforts sur l'obtention d' hybrides à fort rende-
ment, produisant des fruits de bonne qualité et possédant des résis-
tances aux maladies. Néanmoins, l'introduction de tels caractères
par croisements interspécifiques entre S. melongena L. et d'autres
espèces du genre Solanum a jusqu'ici été liIIÙtée par l'existence de
barrières sexuées.
Les capacités de croisement sexué de l'aubergine avec des espèces
issues d'autres genres ou sous-genres sont très faibles (Daunay et al.,
1991). Cet état de fait pourrait s'expliquer par les divergences engen-
drées par l'évolution, connu sous le nom d'incongruité (Franklin et al.,
1995). Un croisement intergénérique a cependant été tenté entre
S. melongena L., utilisé comme parent pollinisateur, et Lycopersicon
esculentum (Rao, 1979), mais les hybrides obtenus étaient stériles.
S. melongena L. peut être croisée avec de nombreuses espèces du
sous-genre Leptostemonum (Sihachakr et al., 1994). ParIIÙ les 19
espèces utilisées dans le monde pour améliorer l'aubergine, seulement
4 (S. incanum, S. linneanum, S. macrocarpon et S. aethiopicum, toutes
de l'Ancien Monde) aboutissent après croisement à une descendance
fertile à partir d'une FI partiellement fertile (tab!. 2). Les 15 autres
espèces donnent des hybrides partiellement fertiles ou pas d'hybrides
du tout. Six sont issues de l'Ancien Monde (s. campylacanthum
Hochst., S. marginatum, S. pyracanthos Lam., S. tomentosum L.,
S. violaceum Ort et S. virginianum),7 sont originaires d'Amérique du
sud (S. grandiflorum Ruiz et Pavon, S. hispidum, S. mammosum,
S. sisymbriifolium, S. stramonifolium Jacq., S. tOIVum, S. viarum or
khasianum), et 2 proviennent d'Australie (S. campanulatum et
S. cinereum) (Daunay et Lester, 1989). Les capacités de croisements
de l'aubergine avec une espèce donnée peuvent varier selon la variété
employée. Elles peuvent aussi dépendre du sens du croisement, révé-
lant ainsi des incompatibiiltés unidirectionnelles (Rao, 1979).
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Espèces du sous-genre Leptostemonum Capacité de croisement avec 5. melongena
Section Melongena :
5. incanum +++
5. linnaeanum ++
5. macrocarpon ++
5. marginatum ++
5. melongena +++
5. virginianum ++
Section O/iganthes
5. aethiopicum ++
5. pyracanthos
5. tomentosum ++
5. violaceum ++
Section 5teIJatipiJum
S. grandiflorum ++
Section Torva
S. hispidum ++
S. torvum ++
Section Acanthophora
5. mammosum --
S. viarum -, + (sauvetage d'embryons)
Section Cryptocarpum
5. sisymbrifolium + (sauvetage d'embryons)
Section Lasiocarpa
5. stramonifo/ium . --
1Tableau 2
Capacités de croisement de l'aubergine
avec des espèces apparentées appartenant
au même sous-genre Leptostemonum (Daunay et al., 1991).
+++ : F1 fertile; ++ : F1 partiellement fertile; + : F1 stérile;
- : graines incapables de germer; - - : graines anormales;
- - - : pas de graines.
La stérilité partielle des hybrides interspécifiques de S. melongena
avec d'autres espèces du genre Solanum pourrait être liée à des pro-
blèmes d'auto-incompatibilité apportés par le parent sauvage, et
non par l'aubergine, elle-même auto-compatible (Daunay et al.,
1991). L'auto-incompatibilité dans la famille des Solanaceae est
gamétophytique et principalement contrôlée par un locus multialle-
lique appelé locus S : lorsque l'allèle S du grain de pollen haplo"ide
est identique à l'un ou l'autre des allèles des tissus diploïdes du
style qui le reçoit, la croissance du tube pollinique est arrêtée
(Franklin et al., 1995).
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Le sauvetage d'embryon a été utilisé avec succès pour obtenir des
hybrides d'aubergine avec S. khasianum (Sharma et al., 1980) et
S. torvum (Daunay et al., 1991). La fertilité des hybrides a par
ailleurs parfois été restaurée par l'application de colchicine entraÎ-
nant le passage à l'état amphiploïde. Ce fut le cas pour des hybrides
issus du croisement de S. melongena avec S. macrocarpon (Gowda
et al., 1990) et S. torvum (Daunay et al., 1991).
En dépit des caractères intéressants qu'elles peuvent apporter, les
espèces sauvages utilisées dans les programmes d'amélioration de
l'aubergine doivent être manipulées avec précaution car elles peuvent
aussi parfois être porteuses de caractères défavorables, comme la très
grande sensibilité à Colletotrichum gloeosporioUles de S. torvum ou la
saveur très amère (due à une forte teneur en saponine) de S. linneanum.
Variation somaclonale
L'aubergine se prête très bien à la culture in vitro et permet aisément
la régénération de plantes par organogenèse (Alicchio et al., 1982) et
embryogenèse somatique (Matsuoka et Hinata, 1979 ; Sharma et
Rajam, 1995 a, b), à partir d'explants, d'anthères (Isouard et al.,
1979), de microspores isolées (Miyoshi, 1996), et de protoplastes
(Sihachakr et al., 1993). Elle constitue donc un matériel adapté à l'ex-
ploitation des effets de la variation somaclonale. Cependant, toute la
variabilité génétique induite par l'hybridation et la ségrégation
n'étant pas encore complètement exploitée, la variation somaclonale
présente pour l'instant peu d'intérêts chez l'aubergine (Hervé, 1995).
Seule une variété résistante au sel obtenue par cultures cellulaires en
milieu salin (l % NaCI) a été développée (Jain et al., 1988).
Haploïdisation
Chez S. melongena L., l'haploïdisation est principalement réalisée
par androgenèse, utilisant la culture d'anthères ou de microspores
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isolées. Les premiers haploïdes d'aubergine ont été régénérés à par-
tir d'anthères (Raina et Iyer, 1973; Isouard et al., 1979, Dumas de
Vaulx et Chambonnet, 1982). L'induction du développement des
grains de pollen nécessite un prétraitement de 8 jours à 35 oC, dans
un milieu contenant du 2,4-D et de la kinétine (Dumas de Vaulx et
Chambonnet, 1982). En dépit d'une légère baisse du rendement et
de la qualité des fruits due à la consanguinité, les lignées obtenues
par culture d'anthères se sont avérées être relativement perfor-
mantes, certaines d'entre elles présentant même de nouveaux carac-
tères intéressants comme une capacité à produire des fruits à basse
température (Doré et Dumas de Vaulx, 1990).
Récemment, des haploïdes d'aubergine ont été obtenus par culture
de microspores isolées ayant subi un prétraitement de 3 jours à
35 oC dans un milieu sans saccharose (Miyoshi, 1996). L'absence
totale de sucre dans le milieu de culture supprime le développement
gamétophytique et la synthèse d'ADN des microspores isolées. Ces
inhibitions sont renforcées par l'application d'une courte période à
35 oC qui a pour effet de stimuler l'androgenèse.
1Hybridation somatique
Comme nous l'avons vu précédemment, de nombreuses espèces
apparentées à l'aubergine sont porteuses de caractères agrono-
miques intéressants, notamment de résistances à certaines maladies
et parasites, mais ne peuvent pas toujours être croisées avec elle et
produire par ces croisements des descendances fertiles. Afin de sur-
monter ces éventuelles barrières sexuées et de s'affranchir dans cer-
tains cas de l'étape délicate du sauvetage d'embryons, l'hybridation
somatique par fusion de protoplastes a été utilisée pour faciliter l'in-
troduction de ces caractères chez l'aubergine cultivée.
L'hybridation somatique est un moyen d'augmenter la variabilité
nucléaire et cytoplasmique, et permet de transférér des caractères
sans connaissance détaillée préalable des gènes impliqués dans leur
expression (Jones, 1988). La fusion de protoplastes requiert la maÎ-
trise de protocoles fiables d'isolement et de culture de protoplastes
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et de régénération de plantes. Chez l'aubergine, les protoplastes
sont isolés principalement à partir de tissus de mésophylle, choisis
pour leur fort rendement en cellules (Bhatt et Fassuliotis, 1981 ; lia
et Potrykus, 1981). D'autres sources compétentes peuvent être uti-
lisées, comme les tiges et les pétioles (Sihachakr et Ducreux, 1987 ;
Sihachakr et al., 1993). Un protocole efficace de régénération
consiste à utiliser des protoplastes issus de plantes in vitro, à les
diluer fortement quinze jours après la fusion et à transférer les cals
formés sur un milieu de régénération contenant 2 mg.l- 1 de zéatine
et 0,1 mg.l- 1 d'AJA (Sihachakr et al., 1993).
Les deux techniques de fusion, chimique et électrique, ont été utili-
sées avec succès pour produire des hybrides somatiques d'auber-
gine avec ses espèces sauvages apparentées. Des résistances
intéressantes aux flétrissements bactérien, fongiques, aux néma-
todes, aux mites et à Leucinodes orbonalis ont été transférées
(Sihachakr et al., 1994).
La première fusion somatique entre l'aubergine et S. sisymbrifolium
a permis la régénération de 26 hybrides aneuploïdes. Ils possédaient
tous le génome chloroplastique de S. sisymbrifolium, et étaient
résistants aux nématodes et partiellement résistants aux mites
(Gleddie et al., 1986). Leur forte stérilité a cependant compromis
leur utilité dans des programmes de sélection.
Vingt neuf hybrides somatiques ont été obtenus entre l'aubergine et
S. torvum : 10 par fusion chimique (Guri et Sink, 1988 a) et 19 par
fusion électrique (Sihachakr et al., 1989 a). La plupart d'entre eux
possédaient l'ADN chloroplastique de l'aubergine. I1s étaient tous
résistants à la verticilliose, aux nématodes et aux mites.
Quatre vingt trois hybrides somatiques d'aubergine avec S. khasia-
num, espèce sauvage résistante à Leucinodes orbonalis, ont été pro-
duits par fusion électrique (Sihachakr et al., 1988). L'analyse des
chloroplastes de 6 d'entre eux a montré qu'ils étaient du type cultivé.
Une résistance à l'atrazine a été transférée d'une accession de
S. nigrnm résistante à cet herbicide dans l'aubergine, à la fois par
fusion chimique (Guri et Sink, 1988 b) et électrique (Sihachakr
et al., 1989 b). Tous les hybrides possédaient les cWoroplastes de
S. nigrum et étaient donc résistants (doses testées: 0,1 M d'atrazine).
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Des hybrides somatiques très fertiles ont été obtenus par fusion élec-
trique de l'aubergine avec S. aethiopiclIm (Daunay et al., 1993). Leur
évaluation au champ a révélé qu'ils avaient une meilleure fertilité
pollinique que leurs équivalents sexués (30-85 % contre 20-50 %) et
un rendement, atteignant parfois 9 kg de fruits par plante, supérieur
aux parents du croisement (3 à 4 fois plus) et aux hybrides sexués
(qui ne produisaient que quelques centaines de grammes par plante).
Des tests de résistance à Ralstonia solanacearum réalisés au champ
en Indonésie ont montré que certains de ces hybrides très productifs
étaient de plus résistants à la bactérie (Mulya, comm. pers.). D'autres
hybrides entre S. melongena et S. integrifolium (décrite désormais
comme S. aethiopiclIm), ainsi que leurs descendances autofécon-
dées, ont été obtenus et caractérisés sur la base de leur morphologie
et de marqueurs moléculaires (Rotino et al., 1998).
L'hybridation somatique permet de réaliser des croisements intergé-
nériques impossibles par voie sexuée. Des hybrides somatiques ont
par exemple été produits entre l'aubergine et un triple mutant de
tabac, déficient en chlorophylle et résistant à le streptomycine et à la
kanamycine (Toki et al., 1990). Trois séries d'expériences de fusion
entre l'aubergine et un hybride sexué transformé de tomate et de
Lycopersicon pennellii ont été réalisées. La première n'a permis
d'obtenir que des cals portant des primordia de feuilles (Guri et al.,
1991), les deux autres ont abouti à la régénération de plantes nor-
males (Liu et al., 1995; Samoylov et Sink, 1996), dans un cas en irra-
diant un des partenaires avec des rayons gamma (Liu et al., 1995).
Bien que l'association de deux génomes parentaux complets soit
facile à réaliser par fusion symétrique, les hybrides somatiques qui
en résultent, particulièrement lorsque les partenaires de fusion sont
phylogénétiquement distants, sont souvent stériles et donc inutili-
sables dans les programmes d'amélioration de l'aubergine. De nom-
breux rétrocroisements sont nécessaires pour n'introduire dans la
variété d'aubergine cultivée que les caractères agronomiques dési-
rés et éliminer les caractères indésirables. Une solution à ce pro-
blème pourrait être de réaliser des fusions hautement asymétriques.
Ces combinaisons asymétriques se réalisent naturellement après la
fusion lorsque les partenaires sont éloignés (Pijnacker et al., 1989 ;
G1eba et al., 1984 ; Pelletier et al., 1985). Ils' agit ici d'accentuer le
phénomène en fragilisant et en fragmentant le génome de l'espèce
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apparentée par des irradiations (X, UV, gamma) afin d'obtenir des
hybrides asymétriques contenant quelques fragments du génome de
ce parent, associé au jeu complet de chromosomes de l'autre parent
(Jones, 1988 ; Sihachakr et al., 1994). Des hybrides asymétriques
d'aubergine avec S. torvum, résistants au Verticillium et présentant
une morphologie proche de l'aubergine, ont été récemment obtenus
par irradiation aux rayons gamma des protoplastes de l'espèce sau-
vage (Jarl et al., 1999).
1Transformation génétique
Le génie génétique fournit désormais aux sélectionneurs d'auber-
gine de nouveaux outils permettant d'améliorer les variétés exis-
tantes et de créer une nouvelle variabilité. L'aubergine est un
matériel approprié à l'application de ces techniques nouvelles, puis-
qu'elle répond très bien à la transformation par Agrobacterium
(Guri et Sink, 1988 c ; Rotino et Gleddie, 1990) et à la régénération
de plantes in vitro via l' organogenèse et l'embryogenèse somatique
(Sihachakr et al., 1993). De nombreux gènes d'intérêt conférant des
résistances aux maladies et aux insectes sont de plus maintenant
disponibles (Zhu et al., 1994 ; Kombrink et Sonsich, 1995 ; Schuler
et al., 1998 ; Kumar et al., 1998 a). Néanmoins, la transgenèse chez
J'aubergine n'en est qu'à ses débuts. Jusqu'ici deux thèmes princi-
paux ont été abordés avec succès : la résistance à Coleoptrans
(Rotino et al., 1992 ; Arpaia et al., 1997) et la parthénocarpie (fruits
sans graines) (Rotino et al., 1997).
Plusieurs expériences de faisabilité de la transformation génétique
chez l'aubergine ont d'abord été réalisées en utilisant la transforma-
tion par vecteurs binaires d'Agrobacterium portant le gène marqueur
nptll (résistance à la kanamycine) (Guri et Sink, 1988 c ; Filippone
et Lurquin, 1989; Rotino et Gleddie, 1990). L'hérédité mendélienne
du gène fonctionnel nptll a été démontrée au cours de trois généra-
tions d'auto-fécondation d'aubergines transformées (Sunsuri et al.,
1993). Suite à ces résultats encourageants, les premiers gènes d'in-
térêts ont commencé à être introduits chez l'aubergine.
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Afin de développer une résistance au Colorado Potato Beetle (CPB)
(Leptinotarsa decemlineata Say), un des insectes ravageurs de l'au-
bergine en Europe et en Amérique du Nord, les premières tentatives
ont été menées pour transférer des gènes « sauvages» de Bacillus
thuringiensis var. Tolworthi (Bt) codant pour une toxine spécifique
de Coleoptrans via Agrobacterium tumefaciens. L'expression de ces
gènes s'est avérée alors trop faible pour un contrôle efficace de l'in-
secte (Rotino et al., 1992 ; Chen et al., 1995). Un gène Bt muté
(Cry3B), montrant un meilleur taux d'expression après transfert,
a été développé et introduit avec succès dans J'aubergine (Arpaia
et al., 1997). La présence de la toxine Cry3B dans des extraits de
feuiJles a été confirmée chez 57 des 93 plantes transgéniques testées
en DAS-ELISA. Des essais en présence du ravageur ont révélé un
effet insecticide significatif sur les larves néonatales du CPB chez
23 des 44 plantes testées. La descendance auto-fécondée des plantes
transgéniques a montré un niveau de résistance similaire. Des résul-
tats identiques ont été obtenus en transférant chez l'aubergine les
gènes synthétiques Cry 1Ab (Kumar et al., 1998 b) et Cry3A
(Jelenkovic et al., 1998).
Une autre approche du génie génétique chez l'aubergine a consisté
dans le développement de plantes à fruits parthénocarpiques
(Rotino et al., 1997), caractère attractif pour le consorrunateur. Le
principe de cette transformation repose sur la manipulation des taux
d'auxine pendant le développement du fruit. La construction trans-
férée comprenait la partie codante du gène iaaM de Pseudomonas
syringae pv. savastanoi associée au promoteur ovule-specifique
DefH9 d'Antirrhinum majus. En l'absence de pollinisation et sans
apport exogène de phytohormones, les aubergines transgéniques ont
développé des fruits parthénocarpiques sans graines, même à basse
température (ce qui normalement inhibe la production de fruits chez
les lignées non transformées). Ces fruits étaient plus lourds et plus
grands que ceux des témoins castrés non transformés. Les fonctions
reproductrices de la plante étaient par ailleurs indemnes car, après
pollinisation, les plantes transformées ont produit des fruits indis-
tinguables de ceux des témoins. En incorporant dans leur génome
un gène dominant de stérilité mâle, ces plantes pourraient être utili-
sées au champ pour la production commerciale d'aubergines sans
graines (Rotino et al., 1997).
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Conclusion et perspectives
L'évaluation des ressources génétiques de l'aubergine est bien
avancée. Elle a mis en lumière l'existence de nombreux caractères
agronomiques intéressants chez les espèces apparentées. Cependant
comme jusqu'ici très peu de marqueurs moléculaires sont dispo-
nibles pour leur caractérisation, un effort devra être fait pour en
développer d'autres à travers les techniques RFLP, RAPD et AFLP.
Ces résultats devraient permettre d'enrichir la carte génétique exis-
tante, d'en établir de nouvelles et d'accélérer l'identification de
gènes impliqués dans les résistances aux maladies et aux ravageurs.
Les capacités de régénération in vitro de l'aubergine à partir de cul-
tures d'explants de cellules ou de protoplastes, ont permis l'appli-
cation de nombreuses techniques de biotechnologie. Des caractères
de résistance à différents pathogènes ont pu en particulier être trans-
férés par hybridation somatique (Sihachakr et al., 1994). La pro-
duction d'hybrides hautement asymétriques ouvre de nouvelles
perspectives d'enrichissement du pool génétique de l'espèce par
augmentation de la variabilité nucléaire et cytoplasmique. Les
études relatives à la transgenèse se poursuivent pour permettre en
particulier l'introduction de gènes de résistances aux stress bio-
tiques et abiotiques. Il serait intéressant de développer aussi la pro-
duction de métabolites secondaires et d'améliorer la qualité
nutritionnelle du fruit. Récemment, des plantes trangéniques ont
montré leurs avantages en termes de coût, de rapidité et de flexibi-
lité de production de protéines recombinantes à intérêt pharmaceu-
tique (Artsaenko et al., 1998 ; Bird et al., 1988 ; Zeitlin et al., 1998 ;
Vaquero et al., 1999). L'aubergine étant, d'une part, cultivable dans
toutes les régions tropicales et tempérées et, d'autre part, très popu-
laire dans certaines des grandes zones de pauvreté du monde, son
intérêt dans ce domaine est évident. Une attention particulière doit
cependant être consacrée à l'utilisation des marqueurs de sélection
antibiotiques ou herbicides. Ils n'ont pas d'autre utilité qu'au sein
du laboratoire et leur présence dans les aliments ont provoqué d'im-
portantes réactions au niveau du public. Il serait judicieux de s'en-
gager dès maintenant vers des solutions alternatives comme par
exemple l'utilisation de gènes marqueurs codant pour des enzymes
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métabolisant des sucres, telles la phospho-mannose isomerase
(Joersbo et al., 1998) ou la xylose isomerase (Haldrup et al., 1998).
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Anomalie florale
chez le palmier à huile
Caractérisation de l'expression génique
différentielle
F. Morcillo1 C. Hartmann3 A. RivaP
H. Adam1 T. Durand·Gasselin2 Y. Duval1
F. Richaud1 E. Konan2 J. Tregear1
Chez le palmier à huile, la micropropagation en masse par embryo-
genèse somatique est une voie privilégiée pour multiplier des géno-
types élites obtenus lors des programmes de sélection (Wooï, 1990 ;
Duval el al., 1995). Cette approche permet de surmonter le problème
du fort degré de variabilité encore présent au sein des descendances
améliorées et d'exploiter les individus donnant les meilleures per-
formances. Dès le milieu des années 70, l'équipe Cirad-CPIIRD
s'est intéressée au développement d'un procédé de régénération par
embryogenèse somatique sur des cals d'origine foliaire (Pannetier
el al., 1981). Dans les années 80, ce procédé a été transféré et testé
dans plusieurs laboratoires des pays producteurs : en Malaisie, en
Indonésie et en Côte d'Ivoire. Ce travail a permis de démontrer l'in-
térêt de la multiplication clonale pour le palmier à huile grâce à un
gain de productivité de l'ordre de 30 % (Duval el al., 1997).
1 Cirad·CP/IRD, URl16. BP 5045. 34032 Montpellier cedex 1. France.
2 CNR.A S.A., Station principale de La Mé, 13 BP 989, Abidjan 13,
Côte d'Ivoire.
3 Université Paris·XI. Institut de biotechnologie des plantes, CNRS ERS
569, bâtiment 630, F-91405 Orsay cedex, France.
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Aujourd' hui, le procédé IRD/Cirad a déjà permis l'obtention
d'environ 1,2 millions de plants régénérés «( vitroplants »), repré-
sentant un millier de génotypes différents. Cependant, une pro-
portion des plantes régénérées (5-10 %) présentent un phénotype
variant (dit « mantled ») vis-à-vis de leur architecture florale
(Corley et aL., 1986). Cette anomalie florale, dans les cas les plus
graves, peut conduire à la stérilité de la plante adulte régénérée et
affecter ainsi la production en huile. Le taux de l'anomalie pou-
vant varier de 0 % jusqu'à 80 % selon la descendance clonale, la
présence de variants somaclonaux constitue un risque inaccep-
table pour les planteurs et limite, à l'heure actuelle, l'utilisation de
la culture in vitro comme technique de propagation en masse du
palmier à huile.
Plusieurs observations préalables n'ont pas permis de mettre en évi-
dence d'altérations majeures de l'ADN génomique qui puissent être
réliées au phénotype mantLed. En particulier, une réversion au
champ vers un phénotype normal a été constatée pour un pourcen-
tage important de plants régénérés, même dans les cas les plus
graves. De plus, il a été démontré par des croisements génétiques
que l'anomalie florale peut être transmise à la descendance, mais
d'une façon non Mendélienne. Enfin, aucune différence, au niveau
de la taille et de la structure du génome, n'a pu être observée entre
tissus conformes et variants par les méthodes de cytométrie de flux
(Rival et aL., 1997), de RAPD (Rival et aL., 1998) ou d'AFLP
(Rival, comm. pers.).
L'ensemble des observations décrites ci-dessus, incompatibles avec
l'hypothèse d'une mutation génétique classique, suggère que l'ap-
parition des variants serait à l'origine d'une altération épigénétique
de l'expression du génome. Les études en cours dans notre labora-
toire se focalisent donc sur deux facteurs potentiellement sous
contrôle épigénétique : d'une part, la méthylation de l'ADN (Finne-
gan et al., 1998) et, d'autre part, l'expression génique. Nous décri-
vons ici les résultats obtenus dans le cadre de nos études de
l'expression génique différentielle en relation avec l'anomalie
mantLed. Le but final de ce travail étant d'identifier des gènes dont
l'expression est modifiée en association avec l'état d'anomalie des
cultures in vitro. Nous espérons qu'à terme, cette approche appor-
tera un outil pour éliminer les plantes non-conformes avant leur
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plantation au champ et/ou de perlectionner le procédé de multipli-
cation pour éviter que des variants ne soient produits.
La technique retenue pour cette étude était la differenliaL dispLay
RT-PCR (ddRT-PCR ; Liang et Pardee, 1992). Au laboratoire
IRD/Cirad-CP de Montpellier, nous avons analysé l'expression
génique différentielle dans des pousses feuillées prélevées sur des
vitroplants régénérés à partir d'individus portant ou non l'anomalie.
En parallèle, des études similaires ont été conduites à d'autres
stades du procédé in vitro, sur des cals et des embryons somatiques
en prolifération, par l'équipe du Prof. Hartmann (Institut de bio-
technologie des plantes, université Paris-Xl, Orsay) dans le cadre
d'un projet cofinancé par le MPOB (anciennement Porim ; Institut
de recherche sur le palmier à huile en Malaisie). Nous résumons ici
les résultats obtenus avec les pousses feuillées de vitroplants de pal-
mier à huile.
La technique de ddRT-PCR nous a permis de mettre en évidence un
total de 46 marqueurs potentiels de l'anomalie mantLed (voir tab\. 1).
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Nombre tolal de marqueurs potentiels identifiés en ddRT-PCR
Nombre d'ADNe individuels clonés
Nombre d'ADNe validés par hybridation northern
Nombre d'ADNe normal-spécifique
Nombre d'ADNe anormal-spécifique
46
58
16
9
7
1Tableau 1
Résumé des résultats obtenus par differential display RT·PCR
et validation des marqueurs par hybridation de type Northern.
Les ARN totaux extraits du matériel expérimental sont d'abord
soumis à une rétrotranscription afin de générer un ADN simple brin
qui sert ensuite comme substrat pour une amplification par PCR.
Cette dernière se fait avec des amorces arbitraires pennettant de
cibler dans chaque réaction une sous-population d'ADNe. Les pro-
duits sont marqués par l'ajout dans le mélange réactionnel de dATP
marqué par le phosphore 33. Une fois amplifiés, les ADNe sont
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séparés sur gel de séquence. Les marqueurs potentiels sont identi-
fiés sous forme de bandes dont l'intensité varie en fonction de la
présence où absence de l'anomalie mantLed dans le matériel de
départ. Les régions du gel correspondant aux ADNc d'intérêt sont
découpées et l'ADN élué avant d'être réamplifié par PCR. Les frag-
ments d'ADNc sont ensuite clonés dans un vecteur plasmidique et
leur séquence détenninée. Ceci permet d'identifier d'éventuelles
hétérogénéités de séquence au sein des clones. Ce dernier phéno-
mène serait principalement dû à la présence dans le gel de produits
PCR qui comigrent avec le marqueur identifié comme étant diffé-
rentiel. De plus, cela explique pourquoi, pour 46 marqueurs, nous
avons clonés un total de 58 ADNc différents.
Chaque ADNc est testé par hybridation northern afin de valider le
profil d'expression observé en differentiaL dispLay. Les clones qui
demeurent intéressants sont ensuite testés sur d'autres cultures
in vitro, conformes et variantes, afin d'évaluer leur fiabilité comme
marqueur de l'anomalie mantLed. Après cette deuxième étape de
validation, les ADNc qui semblent discriminer les cultures nor-
males et anormales sont étudiés plus finement en analysant leur
spécificité tissulaire d'expression. Enfin, une banque d'ADNc
est cri blée afin d'obtenir des clones « pleine longueur» pour un
séquençage complet. Ceci permet d'obtenir des informations
concernant la protéine codée par le gène en question et d'identifier
une fonction éventuelle.
Plusieurs marqueurs ont été sélectionnés pour des études plus
approfondies, dont le marqueur illustré dans le figure 1. Ce mar-
queur permet une bonne discrimination des cultures conformes et
variantes au stade de cal. Le gène en question, qui code pour une
protéine ayant un rôle éventuel dans la réponse au stress, est
exprimé dans les cultures in vitro à tous les stades alors qu'au
niveau de la plante entière, les transcrits n'étaient observés que dans
les inflorescences (Tregear et aL., manuscrit soumis). D'autres
gènes de type « anormal-spécifique» identifiés lors de cette étude
coderaient, eux aussi, pour des protéines impliquées dans la réponse
au stress, ce qui peut être expliqué par les effets physiologiques
connus de la culture in vitro (Lo Schiavo et aL., 1989 ; Peschke et
Phillips, 1992 ; Duncan, 1997 ; Kaeppler et al., 1998).
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1 Figure 1
Validation d'un marqueur potentiel de l'anomalie mant/ed
par hybridation northern et caractérisation de la spécificité
tissulaire d'accumulation de l'ARN messager correspondant.
Abréviations: N, culture conforme; A, culture portant l'anomalie
florale; ES, embryon somatique; APEX, partie de pousse feuillée
issue de culture in vitro contenant l'apex caulinaire ;
INFLO, inflorescence; SEM, plante issue de graine.
Ces travaux seront poursuivis par l'évaluation de marqueurs sur une
gamme plus large de génotypes. Pour la mise au point de tests de
conformité, l'une des approches possibles, compte tenu du coût et
de la facilité d'utilisation, serait basée sur une analyse protéique. Si
une accumulation différentielle des protéines codées par les gènes
marqueurs pouvait être mise en évidence, la conformité clonale
pourrait éventuellement être évaluée à l'aide d'un anticorps. La dis-
ponibilité d'un test fiable de conformité clonale permettrait aux
planteurs de profiter rapidement des progrès génétiques obtenus
dans les programmes de sélection variétale et les gains de rende-
ment qui en résulteraient pourraient être très importants. Par
ailleurs, le protocole de régénération, basé sur milieu liquide, mis au
point par l'équipe Cirad-CPIIRD (Touchet et al., 1991), pourrait
alors être exploité afin d'obtenir une baisse considérable des coûts
de production.
D'un point de vue fondamental, nous espérons que ces études appor-
teront des informations utiles permettant de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires qui provoquent le déclenchement de
l'anomalie mantled. Plusieurs facteurs sont susceptibles d'intervenir
dans le déterminisme du phénotype mantled (voir fig. 2), dont cer-
tains sont en cours d'investigation dans la laboratoire IRD/Cirad-CP
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1Figure 2
Facteurs potentiellement impliqués dans le déclenchement
de l'anomalie mantied.
de Montpellier. En particulier, des études récentes ont démontré que
l'ADN génomique des tissus anormaux est hypométhylé par rapport
à l'ADN extrait de matériel conforme (Jaligot et al., 2000). Grâce à
la disponibilité des sondes obtenues par dijJerenrial display, nous
espérons pouvoir identifier des gènes individuels dont \' état de
méthylation varirait en fonction de la confonnité clonale. D'autres
facteurs tels que l'activité des gènes homéotiques ainsi que les cyto-
kinins (Besse et al., 1992) sont susceptibles de jouer un rôle dans le
déclenchement de l'anomalie mantled, via un mécanisme indéter-
miné a ce jour. Enfin, il est probable que le 2,4-0, auxine de syn-
thèse utilisée pour induire la callogenèse, joue un rôle dans
l'induction des variations somaclonales, qui sont en général favori-
sées par un état de dédifférenciation cellulaire (Karp, 1991). Nous
espérons que l'approche moléculaire employée permettra d'identi-
fier plus clairement comment les différents facteurs mentionnés
interagissent. À plus long terme, nous espérons que les connais-
sances acquises sur le palmier à huile permettront également de
mieux comprendre et de maîtriser les variations somaclonales chez
les autres espèces affectées par ce phénomène.
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Production d'haploïdes
chez le blé dur et sélection
en milieu salin
H. Chlyah1 o. Lamsaouril H. Benkirane1
s. CherkaouP M. Mdarhri-Alaouil o. AmaiP
N. Saidil o. Chlyah1 A. B. Chlyah1
Ilntroduction
Le blé dur, espèce de grande consommation dans le pourtour médi-
terranéen, n'a pas encore fait l'objet d'amélioration décisive en vue
d'augmenter ses capacités de tolérance, particulièrement à la sali-
nité et à la sécheresse. Pourtant, ces deux types de stress sont carac-
téristiques, voire en augmentation dans cette région.
Les travaux qui pourraient conduire au transfert de gènes à cette
espèce ne font que commencer (Korzun et al., 1999). Cependant, la
création de lignées homozygotes par J'utilisation des haplométhodes,
qui ont déjà contribué à améliorer des espèces comme le riz (Hu
et al., 1986) pourrait constituer une méthode efficace chez le blé dur.
En ce qui concerne la culture d'anthères in vitro (androgenèse), le
blé dur est une plante récalcitrante car les plantes haploïdes obtenues
sont albinos (Chlyah et Saïdi, 1991 ; Saïdi et al., 1997 ; Cherkaoui
et al., 1997). Pour surmonter cet obstacle de l'albinisme, notre labo-
ratoire essaie, depuis plusieurs années, de mettre au point diverses
1 Département de biologie, faculté des Sciences, BP 1014, Rabat, Maroc.
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autres haplométhodes dont certaines nous ont permis d'obtenir
100 % de plantes haploïdes chlorophylliennes (Saïdi et al., 1998 ;
Mdarhri-Alaoui et al., 1998 ; Cherkaoui et al., 2000).
L'objet du travail que nous présentons ici est de faire la comparai-
son entre les diverses haplométhodes que nous avons étudiées. La
possibilité d'exercer une pression de sélection au sel pour obtenir
des plantes plus tolérantes à ce stress est également exposée.
1Matériel et méthodes
Les divers génotypes de blé dur (Triticum turgidum var. durum =
T. durum) proviennent de graines fournies par la station Guich de
J'Inra à Rabat, qui sont semées dans le jardin expérimental de la
faculté des Sciences de Rabat à partir d'octobre chaque année.
Culture d'anthères
Les épis sont prélevés lorsque les anthères contiennent des micro-
spores au stade uninucléé, vacuolisées. Les épis coupés subissent un
prétraitement au froid (5 oC) pour 0, 2, 4-6, 8 et 15 jours avant la
mise en culture des anthères.
Plusieurs milieux solides et liquides ont été testés (Sailli et al.,
1997 ; Cherkaoui et al., 1997).
Les embryons androgénétiques qui apparaissent en dehors de l'an-
thère après environ 3-4 semaines à l'obscurité à 27 oC, sont repi-
qués sur un milieu R9 (Picard et Debuyser, 1977) additionné de
substances organiques et hormonales et maintenus à une photopé-
riode de 16 h à 25 oc.
Culture d'anthères
après croisement blé tendre x blé dur
Les tecluùques de croisement sont décrites dans l'article de Cherkaoui
et al., dans ce même volume. La culture des anthères est décrite ci-dessus.
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Culture d'ovaires non fécondés (gynogenèse)
Au moment du prélèvement des épis, les microspores sont au stade
bicelJulaire. Les épis subissent un prétraitement au froid (5 oC) de 0,
5, 10, 15 ou 20 jours. Divers milieux de culture solides sont utilisés
(Mdarhri-Alaoui et al., 1998 ; Mdarhri-Alaoui, 2(00) et l'interaction
entre l'acide 2,4-dichlorophenoxyacétique (2,4-0) et le saccharose est
étudiée au cours de la phase callogène. Trois régimes d'éclairement
sont testés: obscurité continue; obscurité pendant 4-5 semaines suivie
d'un éclairement quotidien de 16 h ; un éclairement quotidien de 16 h.
Croisements éloignés
Les fleurs sont castrées par l'excision des anthères quelques jours
avant l'anthèse, puis pollinisées par le pollen du mais ou d'orge
(Hordeum bulbosum). Les procédures ont déjà été détaillées ailleurs
(Sailli et al., 1998 ; Cherkaoui et al., 2000). Les embryons qui se
développent depuis environ 14 jours sont transférés in vitro sur le
milieu B5 (Gamborg et al., 1968) et maintenus à t'obscurité jusqu'à
la germination de l'embryon, puis transférés à la lumière (16 h quo-
tidien) pour le développement de la plante.
Contrôle de /'haploïdie
et doublement chromosomique
Pour vérifier la ploïdie des plantes chlorophylliennes régénérées,
des méristèmes racinaires sont mis dans une solution saturée
d'a-bromonaphthalène pendant 16 h à 5 oC, puis, après hydrolyse
acide (HCl N pendant 45 mn à 60 OC), ils sont colorés par le réactif
de Schiff (2 h) avant rinçage et observation microscopique.
Application d'une pression de sélection (NaCI)
Les embryons obtenus après croisement blé dur x mais sont placés sur
le milieu B5 soit sans NaCl soit avec du NaCl à 2,5, 5 ou 10 g.l-l.
Après germination, les plantules sont transférées sur un milieu iden-
tique mais sans sel pour la régénération.
238 ... Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
1Résultats et discussion
Pour chaque haplométhode, nous exposerons les résultats compara-
tifs concernant les structures morphogénétiques initiales obtenues,
les conditions optimales pour leur formation ainsi que pour la régé-
nération des plantes. Nous souhaitons repérer les génotypes de blé
dur pour lesquels au moins une haplométhode permet de réaliser
l'homozygotie. Une pression de sélection pour tolérer le sel (NaCI)
sera ensuite appliquée à l'haplométhode qui permet d'obtenir le
plus grand nombre de plantes haploïdes chlorophylliennes.
Structures morphogénétiques obtenues
En androgenèse
Que ce soit pour les génotypes parentaux ou pour les descendants
du croisement blé tendre x blé dur, la morphogenèse observée aux
stades initiaux est la même.
Les structures androgénétiques issues des divisions des microspores,
formées au niveau des loges polliniques, peuvent être de type embryon
ou de type cal ; parfois ces deux structures peuvent être observées sur
une même anthère. Seules les formations embryonnaires nous intéres-
sent puisque nous n'avons pas obtenu de régénération à partir de cals.
Les embryons ont une forme ovoïde qui rappelle celle des embry-
ons zygotiques. Ils ont une surface lisse et sont de couleur blanche-
jaunâtre (fig. 1 a). Ils peuvent être individuels ou groupés en amas
dans une anthère.
En gynogenèse
Les ovaires qui réagissent in vitro augmentent de taille. Après envi-
ron cinq semaines, un cal apparaît au niveau d'une ouverture dans
la partie basale de l'ovaire (fig. 1 b). Au cours des quatre semaines
qui suivent leur apparition, les cals blanchâtres et relativement com-
pacts continuent à croître en se détachant progressivement de la
paroi ovarienne. Ces cals sont ensuite repiqués sur un milieu de
régénération où ils continuent leur croissance (fig. 1 c). Certains
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forment très vite des bourgeons chlorophylliens (fig. 1 d) indivi-
duels ou groupés en touffes ; dans ce dernier cas, leur développe-
ment s'arrête rapidement. Une formation directe d'un embryon au
niveau de l'ovaire cultivé a été observée de façon rare et sporadique.
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1 Figure 1
Structures morphogénétiques obtenues en androgenèse et gynogenèse :
a) embryon androgénétique sortant des loges de l'anthère après 1 mois de culture;
b) cal gynogénétique sortant de la base de l'ovaire après 5 semaines de culture;
c) cal gynogénétique transféré sur un milieu de régénération;
d) bourgeons chlorophylliens formés à partir du cal gynogénétique.
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En croisements intergénériques
Provenant du croisement blé dur x maïs ou du blé dur x orge, l'em-
bryon haploïde, qui se développe au sein de l'ovaire, a le même
aspect: il ressemble à un embryon diploïde normal mais générale-
ment de taille plus réduite. Environ 14 jours après la pollinisation,
l'embryon, encore peu différencié, est excisé et cultivé in vitro
(fig. 2 a). En général, la germination (apparition d'une racine cou-
verte de poils absorbants (fig. 2 b) puis la croissance du coléoptile
(fig. 2 c) sont suivies, après transfert à la lumière, par la formation
des premières feuilles chlorophylliennes (fig. 2 d).
1 Figure 2
Développement
d'un embryon formé
à la suite d'un croisement
blé dur x mais:
a) embryon haploïde
formé à la suite
d'un croisement
blé dur x maïs
14 j après pollinisation;
b) germination
de l'embryon à l'obscurité;
c) croissance du coléoptile ;
d) jeune plantule haploïde.
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Conditions d'obtention
des structures morphogénétiques
Plusieurs facteurs interviennent dans la réussite de chaque haplométhode.
Une brève comparaison est faite entre les facteurs les plus significatifs.
Milieux de culture
Androgenèse
Pour l'induction d'embryons par androgenèse (culture d'anthères)
en milieu solide (Saïdi et al., 1997), le milieu C n (Wang et Chen,
1986) a donné des résultats significativement meilleurs que le
milieu N6 (Chu et al., 1975) et deux autres milieux contenant un
extrait de pomme de terre: BPTG (De Buyser et Henry, 1980) et Pz
(Chuang et al., 1978). Dans cette expérience (Saïdi et al., 1997),
avec C n , 3 à 25 % d'embryons étaient obtenus selon le génotype du
blé dur. Un essai préliminaire avec le milieu MS (Murashige et
Skoog, 1962), plus riche, a donné un taux d'induction très faible.
Le saccharose à 9 % et le 2,4-D à 2 mgJ-1 constituent les facteurs
optimaux.
Pour la régénération, la concentration en saccharose a été réduite à
2 % et le 2,4-D est remplacé par l'AJA à 0,5 mg.l- I en présence
d'une cytokinine (0,5 à 1 mgJ-I). L'addition de composés aminés et
de l'acide gibbérelüque était favorable mais non indispensables
pour la régénération (essentiellement des plantes albinos). La régé-
nération exceptionnelle de plantes chlorophylliennes n'a pas pu être
maîtrisée par l'addition d'une quelconque composante du milieu.
D'autres essais en milieu liquide (Cherkaoui et al., 1997) ont mon-
tré des pourcentages d'embryons relativement faibles (1,1 à 3,1 %)
par rapport à ceux obtenus en milieu solide. Cependant, avec l'em-
ploi d'un milieu BAC 1 (Trottier et al., 1993) en présence d'amidon
et plusieurs composés aminés, la régénération totale a atteint un
taux de 30 %. Malgré l'obtention de quelques plantes chlorophyl-
liennes, cette régénération chlorophyllienne n'a pas été maîtrisée.
Gynogenèse
Les milieux d'androgenèse (Cl?' Pz, N6) utilisés pour la culture
d'ovaires ont donné des taux d'induction de cals très faibles
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(Mdarhri-Alaoui, 2000). En revanche, les milieux basés sur MS ont
donné des taux de 6 à 15 %. Comme pour l'androgenèse, un taux
élevé de saccharose (9-12 %) et la présence d'une auxine (par
exemple le 2, 4-0: 2-5 mg.l- l ) sont des conditions optimales requises.
Une interaction entre ces deux facteurs (saccharose et 2, 4-0) a été
démontrée (tabl. 1) pour J'ensemble des génotypes testés.
Génotypes Concentration Concentration saccharose (g.I-')
2,4-D (mg.I-')
45 GO 90 120
Anwar 2 a a a 10,3
3,5 a 3 4,1 11,1
5 a 4,7 7,8 14,1
Jawhar 2 a 1,1 1,3 3,8
3,5 a 3,4 4,3 6,7
5 a 4,G 8 13,2
Yasmine 2 a a a 3,8
3,5 a a a 2,4
5 a a 3,5 9,6
Benbachir 2 a 1,9 a 2,2
3,5 a a a 5,2
5 a 9,3 6,4 7,1
Acsad 2 a a a 5,1
3,5 a 2,1 2 9,9
5 a 22,4 2,1 a
Sebou 2 a a a a
3,5 a a 2,3 a
5 a a a a
Jori 2 a a a 25,8
3,5 a a a 12,5
5 a a a 4,9
Kyperounda 2 a a a 4,7
3,5 a a a 4,7
5 a 17,7 8,3 7,1
Tassaout 2 a 18,5 a 13
3,5 a 2,2 2,1 7,7
5 a a a 5,5
1Tableau 1
Action des combinaisons 2,4-D/saccharose sur le pourcentage
de cals gynogénétiques de neuf génotypes de blé dur.
Après transfert des cals sur un milieu de régénération contenant du
saccharose à 2 %, les meilleurs résultats de régénération de bour-
geons chlorophylliens sont obtenus avec l'addition d'AlA à 1 mg.l- i
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et de BAP à 1 mg.l- 1• Ce milieu qui pennet l'initiation de bourgeons
chlorophylliens est assez proche de celui employé en androgenèse
pour la régénération de plantules à partir d'embryons.
Croisements intergénériques
La pollinisation intervient in vivo, donc sans milieu de culture, mais
un traitement au 2,4-0 est indispensable au développement
embryonnaire.
Le facteur milieu intervient lors du sauvetage par culture in vitro de
l'embryon formé naturellement in vivo et âgé de 12-14 jours. Trois
milieux de base ont été testés (Cherkaoui et al., 2000) : MS, MS/2
et B5 (Gamborg et al., 1968) additionnés dans chaque cas d'AJA
(1 mg.l- I ), de kinétine (l mg.I-I) et du saccharose (2 %) ; les deux
derniers donnent de meilleurs résultats.
Facteurs physiologiques en haplométhode
L'expérimentation a montré que la réussite de l'haplométhode dépend
de facteurs physiologiques, particulièrement ceux dus à l'environne-
ment. Nous traitons ici les facteurs thennique et d'éclairement.
Choc thermique (prétraitement au froid)
Un prétraitement au froid, bénéfique pour l'androgenèse chez de
nombreuses espèces (Malhotra et Maheshwari, 1997 ; Genovesi et
Magill, 1979; Huang et Sunderland., 1982) s'est révélé également
favorable pour le blé dur (Chlyah et Saïdi, 1991 ; Saïdi et al., 1997).
En absence de tout prétraitement, les embryons peuvent se fonner à
des taux relativement bas (4,2 à 7 %) selon qu'il s'agit du milieu P2
ou Cn. Un prétraitement de 2 à 8 jours au froid (5 oC) améliore
significativement les résultats; on peut obtenir jusqu'à 10,8 à 13,9 %
(milieux P2 ou C 17) pour un traitement au froid de 8 jours. Lorsque
la durée atteint 15 jours, le taux d'embryons se réduit nettement.
En gynogenèse, un prétraitement au froid est parfois appliqué, mais
peu d'études concernent la durée optimale du traitement (Sibi et
Fakiri, 1994 ; Keller et Korzum, 1996). Dans nos expériences, les pré-
traitements des épis détachés pendant 0, 5, 10, 15 et 20 jours à 5 oC
ont montré que non seulement le froid stimule le processus de fonna-
tion des cals gynogénétiques, mais qu'il est indispensable à toute
réponse positive in vitro (fig. 3). Les durées de 5 à 10 jours sont les
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plus favorables à la fois pour l'induction des cals gynogénétiques et
la régénération de plantes (Mdarhri-Alaoui et al., 1998).
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1Figure 3
Variation du taux d'induction de cals gynogénétiques
en fonction de la durée de prétraitement thermique à 5 oC
(moyenne pour neuf génotypes).
Éclairement
Pour l'androgenèse, l'incubation des anthères en culture in vitro se
fait à l'obscurité jusqu'à la formation des embryons. C'est après leur
transfert sur un milieu de régénération qu'on les place à la lumière
(photopériode de 16 h/24 h) pour le développement de la plante.
La formation de cals par gynogenèse est également favorisée par une
période d'obscurité au début de la culture. Cependant, si une période
d'obscurité de 2 à 5 semaines est suivie par un éclairement quotidien
de 16 h, la production de cals est nettement améliorée et la régénéra-
tion de plantes est obtenue (Mdarhri-Alaoui et al., 1998). Ainsi, la for-
mation de bourgeons, à la différence des embryons androgénétiques,
semble nécessiter la présence de lumière de façon plus précoce.
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Lors du sauvetage des embryons après croisement intergénérique,
les embryons, peu différenciés, sont maintenus à l'obscurité, condi-
tion optimale pour leur germination, puis sont placés à la lumière en
photopériode de 16 h par jour.
Ainsi la formation de l'embryon n'a pas les mêmes exigences que
celle des bourgeons vis-à-vis de la lumière.
Effet du génotype
L'expression morphogénétique exprimée au cours de toutes les
méthodes d'haplodiploïdisation étudiées dépend du génotype.
En androgenèse
D'après l'étude de 17 génotypes de blé dur, on peut conclure sur l'im-
portance du facteur génotype en ce qui concerne l'induction des
embryons (fig. 4). D'après les résultats, cette capacité varie de 1,5 % à
25,4 %, donc aucun génotype n'a manifesté une récalcitrance totale. La
régénération est également obtenue pour la grande majorité des géno-
types, mais ces plantes sont, sauf cas exceptionnel, albinos (une plante
chlorophyllielUle obtenue pour « Marzak », deux plantes chlorophyl-
liennes pour « Massa»). Ainsi, chez le blé dur, les embryons haploïdes
issus de division de microspores sont généralement dépourvus de la
capacité génétique de régénérer des plantes chlorophyllielUles.
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1Figure 4
Action du génotype sur la capacité androgénétique du blé dur.
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Après croisement interspécifique blé tendre x blé dur puis un à trois
rétrocroisements avec le blé dur, la capacité de régénérer des plantes
chlorophylliennes par androgenèse s'améliore nettement (Cherkaoui
et al., dans ce volume) ; ceci serait dû à l'introgression de matériel
génétique du blé tendre, et, dans le cas où le parent blé tendre est le
génotype « Verry's » portant la translocation 1BUI RS, celle-ci
pourrait avoir une influence favorable prépondérante.
Cependant, même lorsque le parent blé tendre ne porte pas la translo-
cation (cas du génotype « Nesma »), une régénération régulière de
plantes chlorophylliennes est observée, au moins dans la génération R [.
En gynogenèse
La capacité de gynogenèse est également très dépendante du géno-
type. Dans des conditions de milieu standards (MS avec 2,4-D à
2 mg.!-l en présence ou non de kinétine à 1 mg.l- I ), trois génotypes
sur huit ne forment aucun cal et quatre génotypes sont incapables de
régénération (Mdarhri-Alaoui et al., 1998). Cependant, une étude
plus récente (Mdarhri-Alaoui, 2000) montre une corrélation entre le
génotype. d'une part, et l'interaction 2,4-D-saccharose dans le
milieu, d'autre part. En étudiant douze combinaisons de ces deux
éléments portant sur la variation de leurs concentrations, l'obstacle
génotype a pu être surmonté puisque tous les génotypes ont exprimé
des capacités callogènes plus ou moins prononcées (tab!. 1).
En croisements intergénériques
Dans la réussite des croisements blé dur x maïs, les génotypes des
deux parents sont des facteurs à effet significatif (Saïdi et al., 1998).
L'interaction entre les génotypes des deux espèces est également
significative (Cherkaoui et al., 2000). Pour un génotype donné de blé
dur, des croisements avec plusieurs variétés de maïs peuvent aboutir
à la formation d'embryons mais ce nombre est souvent nettement
plus réduit pour la régénération de plantes chlorophylliennes (tab!. 2).
Cependant, en utilisant une gamme relativement large de huit varié-
tés de maïs, les embryons et les plantes haploïdes ont été obtenus
pour tous les génotypes de blé dur testés (Cherkaoui et al., 2000).
Le croisement blé dur x orge, comparé au croisement blé dur x maïs,
est beaucoup plus dépendant du facteur génotype (Chlyah et al.,
1999). D'après les résultats obtenus (tab!. 3), les 9 génotypes de blé
étudiés forment des embryons dans le cas du croisement blé dur x
H. CHLYAH el al. - Production d'haploïdes chez le blé dur el sélection en milieu salin
maïs, mais seulement 5 génotypes sur 9 expriment cette capacité
dans le cas du croisement blé dur x orge. Pour la régénération, cette
tendance est encore plus marquée : tous les génotypes de blé ont
régénéré des plantes dans le premier cas alors que seulement deux
ont régénéré dans le second.
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Génotype de blé dur
Génotype Belbachir Cocorit Isly Karim Marzak Massa O. Rabia Sari! Sebou Tensiftde maïs
Kamla E, PI E, PI E E E, PI E, PI E, PI E E, PI E
Guich E, PI E E E, PI E, PI E, PI E, PI E E, PI E, PI
Berrechid E E E, PI E E E, PI E, PI E E E
El Bourya E, PI E E, PI E E, PI E, PI E, PI E E E, PI
VL90 E, PI 0 E E E E, PI E, PI 0 E 0
Mabchoura E 0 0 E E E, PI E 0 E, PI E, PI
V5 E, PI E, PI 0 E E E, PI E 0 E 0
Doukkala E E E E 0 E E, PI E, PI E E
o= Pas de réponse
1 Tableau 2
Influence de "interaction entre les génotypes de blé dur et de mais
lors des croisements intergénériques sur la formation d'embryons (E)
et de plantes chlorophylliennes (PI).
Parent pOllinisateur
Maïs H.bulbosum
Génotype
blé dur % Embryon % Plantes % Embryon % Plantes
Massa 10,3 4,2 5,7 0
Oum Rabia 10,2 2,3 0 0
Benbachir 7,9 2,1 0 0
Isly 5,3 0,1 6,7 2,9
Marzak 5,2 0,5 2,2 0
Sebou 5,2 0,4 0 0
Karim 3,9 0,1 0 0
Saril 3 0,1 3,3 1,1
Cocorit 2,6 0,4 6,3 0
1Tableau 3
Production différentielle d'embryons et de plantules lors
de croisements intergénériques blé dur x mais et blé dur x H.bulbosum.
Les génotypes de blé dur qui ne réagissent pas après croisement
avec H. bulbosum pourraient contenir des gènes dominants Kr qui
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contrôlent la compatibilité de croisement (Snape el al., 1979 ; Falk
et Kasha, 1983). Comme cela a été démontré chez le blé tendre,
l'élongation du tube pollinique serait freinée ou arrêtée et ainsi il
n'atteignerait que rarement le sac embryonnaire pour permettre la
fécondation (Snape el al., 1980 ; Sitch et Snape, 1987)).
Le maïs serait insensible à ces gènes (Laurie et Bennett, 1987) et les
différences observées entre génotypes de blé dans les réponses
seraient dues à d'autres effets.
Rendement en plantes chlorophylliennes
par des diverses haplométhodes
Par androgenèse, la régénération de plantes haploïdes albinos est
généralement observée. Des cas exceptionnels et aléatoires de régé-
nération chlorophyllienne ont été obtenus mais aucun facteur étudié
n'a pu augmenter de façon systématique leur fréquence extrême-
ment basse (3 x 10-4) (tab!. 4).
Haplométhode Expression Rendement Rendementdu rendement moyen optimal
Androgenèse piantesJl00 anthères 0,0003 0,003
(17 génotypes)
Androgenèse Rl piantesJl00 anthères
(9 génotypes)
Nesma x blé dur 0,28 0,77
Verry's x blé dur 1,05 1,9
Gynogenèse pianlesJ100 ovaires 1,4 3,5
(8 génotypes)
Blé dur x maïs piantesJl00 nouaisons 1,09 12
(10 x 8 génotypes)
1Tableau 4
Rendement en plantes chlorophylliennes
pour les diverses haplométhodes testées chez le blé dur.
Après croisement du génotype « Nesma » (blé tendre) avec 9 géno-
types de blé dur, à la génération RI, le pourcentage moyen de
plantes haploïdes chlorophylliennes obtenu est 0,28 % (le pourcen-
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tage optimal pour un génotype de blé dur est 0,77). Avec le parent
blé tendre « Verry's » et les mêmes 9 génotypes de blé dur, 1,09
plantes pour 100 anthères sont obtenues en moyenne avec un opti-
mum à 1,9 pour un génotype de blé dur. Ces rendements, bien que
faibles, sont positifs et régulièrement obtenus.
En gynogenèse (8 génotypes étudiés), 1,4 plantes ont été obtenues
pour 100 ovaires cultivés, avec un optimum à 3,5 plantes pour l'un
des génotypes.
Pour les croisements blé dur (10 génotypes) x maïs (8 génotypes) 1,09
plantes pour 100 nouaisons ont été obtenues en moyenne, avec, pour la
combinaison optimale de génotypes, 12 % de plantes clùorophylliennes.
Résultats comparés des diverses haplométhodes
appliqués à 14 génotypes de blé dur
Pour cette comparaison, le plus grand nombre d'haplométhodes a
été appliqué à 14 génotypes. Pour chacun de ces génotypes testés,
au moins une haplométhode a permis la formation de plantes
haploïdes chlorophylliennes (tab!. 5).
Croisements éloiQnés
Génotype Androgenèse Androgenèse Gynogenèse x maïs x bulbosum
Blé dur génotypes R1 à R3
Anouar 0 + + + 0
Benbachir 0 + + + 0
Cocorit 0 + + 0
Isly 0 + + +
Jawhar 0 + + + 0
Jori 0 0 + +
Karim 0 + 0
Kyperounda 0 + + +
Massa 0+ 0 + 0
Marzak 0+ 0 + 0
Sebou 0+ 0 + + 0
Tensift 0 + +
Tassaout 0 + 0 +
Yasmine 0 + 0 0 0
Réponses (en plantes vertes) : 0 =aucune; 0+ = très rare; + =positive;
case vide = génotype non testé.
1Tableau 5
Obtention ou non de régénérations haploïdes vertes
selon la méthode d'haplodiploïdisation employée.
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En androgenèse, 12 des 14 génotypes n'ont donné que des plantes
albinos et les deux autres ont produit une ou deux plantes chloro-
phylliennes chacun.
L'androgenèse à partir des descendants de croisements interspéci-
fiques (RI à R3) a donné des plantes chlorophylliennes pour 7 des
Il génotypes testés ce qui est encourageant. Cependant, cette
méthode, qui nécessite 2 à 4 ans pour l'obtention des plantes-mères
fournissant les anthères, serait difficilement applicable dans un
schéma de sélection.
La gynogenèse a donné des résultats positifs pour 7 des 8 génotypes
testés. Ainsi, c'est une méthode à large champ d'application.
Cependant, les plantes régénérées à partir de bourgeons sont frêles
et le sevrage s'avère relativement difficile.
La méthode de croisement intergénérique blé dur x maïs s'est mon-
trée la plus efficace: 12 génotypes sur 14 ont donné des plantes
haploïdes chlorophylliennes. Cette méthode, bien que relativement
difficile à mener (les floraisons des deux espèces doivent coïncider
in vivo; la deuxième étape in vitro est délicate), est rapide (une
génération) et la plus sûre. En effet, J'embryon se développe au sein
de l'ovaire de façon presque naturelle avant le sauvetage in vitro.
Après germination, la plantule est toujours haploïde et chlorophyl-
lienne. Par contre, la réussite des croisements avec H. bulbosum est
trop dépendante du génotype de blé dur; les gènes d'incompatibi-
lité Kr constituent un grand handicap pour cette méthode.
Application d'une pression
de sélection au sel (NaCI)
La présence de sel à des concentrations croissantes dans le milieu
de sauvetage des embryons formés après croisement blé dur x maïs
provoque une diminution progressive du pourcentage des plantes
régénérées (tabl. 6). Pour les six génotypes étudiés, cinq ont pu
régénérer des plantes à 2,5 g.l-I de NaCl, trois à 5 g.l-I. Aucune
régénération n'a été observée en présence de 10 g.l-l de sel.
Après doublement chromosomique, les plantes obtenues ont produit
des graines qui ont subi un cycle de multiplication pour disposer
d'un matériel abondant afin d'effectuer des tests de tolérance.
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Concentration en NaCI (g.I-')
Génotype 0 2,5 5 10blé dur
Nb. emb % pl. reg Nb. emb % pl. reg Nb. emb % pl. reg Nb. emb % pl. reg
Massa 44 10.4 b 38 9,0 c 40 2,3 b 39 0
Oum Rabia 28 5,5 b 30 4,2 b 27 1,3 ab 26 0
Tensift 24 1,5 a 22 0,9 a 25 0,4 a 25 0
Sebou 19 0,9 a 20 0,9 a 18 Oa 17 0
Marzak 19 1,1 a 18 0,4 a 17 Oa 20 0
Cocorit 9 0,5 a 10 Oa 9 Oa 8 0
Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes au seuil de p =0,05
Nb emb. =Nombre d'embryons
% pl. reg =% de plantes régénérées
1Tableau 6
Régénération de plantes chlorophylliennes après sauvetage d'embryons
sur des milieux salins suite aux croisements blé dur x maïs.
Conclusions
Deux formes morphogénétiques se manifestent à travers les différentes
haplométhodes : la forme embryon, qui apparaît in vitro lors d'andro-
genèse et in vivo lors des croisements intergénériques, et la forme
bourgeon qui apparaît au sein du cal dans le cas de la gynogenèse.
Le génotype est un facteur important commun à toutes les
méthodes. Même la méthode la moins dépendante (croisements blé
dur x maïs) montre de grandes différences entre génotypes. On note
également qu'un génotype qui réagit avec une haplométhode ne
réagit pas forcément avec d'autres.
Concernant le milieu de culture, diverses combinaisons de ses com-
posantes ont été adaptées à chaque haplométhode. Ces dernières
réagissent de façon spécifique à un régime particulier d'éclairement
et au prétraitement au froid des explants mis en culture.
Pour les croisements éloignés, l'induction de l'embryogenèse se fait
in vivo dans les conditions de température et de lumière naturelles.
Cependant, un traitement des épis au 2,4-D, 24 h après la pollinisa-
tion est indispensable au développement des nouaisons et des
embryons haploïdes.
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La méthode des croisements blé dur x maïs donnent des meiUeurs
taux de formation de plantes chlorophylliennes haploïdes pour le plus
grand nombre de génotypes de blé dur. Cette méthode devrait ainsi
être employée sur les hybrides FI de parents ayant des caractères de
résistance aux stress ou des qualités agronomiques intéressantes.
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,Etude des capacités
germinatives des embryons
somatiques chez le palmier
dattier
Dessiccation, corrélations morphogénétiques
et investigations biochimiques
L. FkP
M. BahlouP
R. Masmoudï1
N. Drira1
Introduction
La phœniciculture occupe une place stratégique dans le développement
oasien, non seulement par la production de dattes, mais aussi par ses
rôles écologiques et socio-économiques inestimables (Rhoma, 1998).
Le palmier dattier est une espèce dioïque très hétérozygote. La
reproduction par la voie sexuée conduit à une population très hété-
rogène, dont les plants sont composés pour moitié de sujets mâles et
pour moitié de sujets femelles qui demeurent indiscernables jusqu'à
1 Laboratoire des Biotechnologies végétales, faculté des Sciences de Sfax,
3018 Sfax, Tunisie.
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leur floraison (Munier, 1973). Pour toutes ces raisons, la multiplica-
tion des cultivars intéressants est assurée par la voie végétative au
moyen des rejets produits à la base du stipe. Cependant, ce mode de
propagation s'avère très limité en raison du nombre restreint de
rejets formés et se révèle insuffisant pour répondre aux besoins
d'une demande accrue en plants de qualité. Ainsi, des recherches
qui visent la maîtrise des processus morphogénétiques chez le dat-
tier par le biais des techniques de culture in vitro peuvent contribuer
à résoudre ce problème. L'embryogenèse somatique a suscité de
l'intérêt (Tisserat et Demason, 1980 ; Daguin et Letouzé, 1988) car
sa maîtrise représente un facteur très important dans les stratégies de
clonage et d'amélioration de cette espèce. La phoeniciculture ren-
contre de plus en plus de difficultés, en particulier en Afrique du
Nord où les variétés les plus recherchées sont décimées par la mala-
die de la feuille cassante dont l'agent causal n'est pas encore iden-
tifié et le Bayoud causé par le Fusarium oxysporum f sp albedinis.
champignon vasculaire difficile à combattre (Sedra, 1994). Cette
étude a pour objectif la mise au point d'une méthode assurant la pro-
duction de vitroplants de dattier cv. Deglet Nour en plus grand
nombre, grâce à une meilleure maîtrise des conditions d'obtention
et de germination des embryons somatiques formés et des processus
morphogénétiques qui leurs sont associés.
1Matériel et méthodes
Matériel végétal
Les cals embryogènes, à l'origine des suspensions cellulaires, sont issus
de cœurs de rejets et des feuilles qui en dérivent en culture (Drira, 1983).
Milieux de culture
Les milieux solides utilisés sont constitués par la solution de
Murashige et Skoog (1962) additionnée de saccharose (50 g.l-I),
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de L-glutamine (100 mg.l- 1), de KH2P04 (120 mg.l- I), d'adénine
(25 mg.l- I ) et d'agar (8 g.l-I). Pour les milieux liquides, les éléments
minéraux de MS sont dilués deux fois et la concentration en sac-
charose est réduite à 30 g.l-I.
Conditions de culture
La phase de callogenèse est conduite à l'obscurité totale dans des
enceintes climatisées dont la température est de 28 oc. Après 6 à
8 mois, les cultures sont placées en conditions photopériodiques de
16 h dans une chambre de culture dont la température est de
28 ± 2 oC à la lumière (3 000 lux) et 21 ± 2 oC à l'obscurité. L'agi-
tation des cultures en milieu liquide est assurée par un agitateur
orbital (120 t.mn- J).
Techniques histologiques
Les échantillons sont fixés au Navashine de Svaloff pendant au
moins 48 h. Après fixation, les échantillons sont lavés, déshydratés,
imprégnés dans un mélange de xylène-paraffine et finalement
inclus dans la paraffine pure. Les pièces incluses dans les blocs de
paraffine sont coupées à 10 J.1m d'épaisseur et ensuite colorées à
l'hématoxyline ferrique de Regaud.
Techniques biochimiques
Le broyage des embryons somatiques (500 mg de matière fraîche)
est effectué à 4 oC à l'aide d'un mortier dans 10 ml de tampon d'ex-
traction (Tris maléate 0,1 M pH 6,5). La teneur en protéines est esti-
mée par la méthode de Bradford (1976). L'activité peroxydasique
est mesurée sur les extraits enzymatiques bruts en utilisant la
méthode spectrophotométrique décrite par El Hadrami et D'auzac
(1992) où le guaicol est utilisé comme substrat.
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Résultats
L'initiation de la callogenèse (fig. 1) sur des tissus de cœurs de rejets
et des feuilles qui en dérivent en culture est possible en utilisant dif-
férentes doses de 2,4-0 allant de 0,5 à 10 mg.l- 1. Les jeunes feuilles
manifestent des capacités de prolifération nettement plus impor-
tantes, si bien qu'en présence de 1 mg.l- I de 2,4-0, le taux de callo-
genèse atteint 60 % sur les feuilles juvéniles après huit mois de
culture contre 20 % sur les feuilles de taille supérieure à 5 mm. Ces
résultats confirment les avantages procurés par l'utilisation du 2,4-0
comme agent inducteur de l'embryogenèse somatique (Masmoudi,
1999). Toutefois, le 2,4-0 est habituellement utilisé à de fortes doses
(Tisserat, 1979), alors que nos expériences montrent qu'il est pos-
sible d'induire l'embryogenèse somatique à l'aide de doses ne
dépassant pas 0,5 mg.l- 1• L'étude histologique montre que les cals
embryogènes présentent, à leur surface, des masses sphériques cor-
respondant à des embryons somatiques au stade globulaire (fig. 2).
1 Figure 1
Cals embryogènes
cv, Deglel Nour.
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1 Figure 2
Coupe au niveau
d'un cal embryogène.
L'amplification des cultures embryogènes peut être assurée tant par
la technique de hachage qui multiplie la masse de la matière fraîche
par un facteur 6 après deux mois de culture en présence de 10 mg.I- 1
de 2,4-D et de 0,5 g.l-I de charbon actif que par passage en milieu
liquide agité. Cela est d'autant plus utile que la vitesse de croissance
des cultures embryogènes en milieu liquide renfermant 1 mg.l- l de
2,4-D et 0,3 g.l-l de charbon actif demeure importante (Fki, 1998).
Les cals embryogènes constituent donc un matériel de choix, très
utile pour l'obtention de suspensions embryogènes à partir des-
quelles pourront être différenciés des embryons somatiques à l'état
isolé. Une étude, au microscope inversé, de la suspension embryo-
gène établie par filtration à travers des mailles de 500 Il m, montre
l'hétérogénéité de cette suspension concernant la forme, la taille
des cellules et le nombre de cellules par agrégat (fig. 3, tab!. 1).
Ceci pourrait expliquer le développement asynchrone des
embryons, les manifestations organogènes de certains tissus et la
différenciation de pseudo-embryons incompétents à la germina-
tion. Les colonies représentées par des cellules de type arrondi, et
dont le rapport nucléocytoplasmique est élevé, sont les plus com-
pétentes à l'embryogenèse. Les autres types de cellules sont moins
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sensibles aux conditions de l'environnement physico-chimique et
leur dégénérescence est inéluctable.
1Figure 3
Suspension cellulaire
embryogène.
Type de Fréquence Forme des Taille des Caractéristiques Nombre de
cellules cellules cellules (\lm) des cellules des cellules
par agrégat
Type 1 50 % Arrondie -15 Noyau volumineux, 1 à 30 cellules
cy10plasme dense.
Type 2 10 % Ovale -50 Noyau indiscernable. 1 à 12 cellules
cy10plasme peu dense.
Type 3 40 % Allongée -100 Noyau de petite taille, 1 à 10 cellules
cy10plasme diffus.
1 Tableau 1
Étude cy1ologique d'une suspension cellulaire
embryogène de palmier dattier.
1 • LI
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Les essais réalisés sur les tissus indifférenciés de Deglet Nour, en vue
de la mise au point d'un milieu de culture adéquat induisant une
embryogenèse somatique active en milieu liquide agité, montrent
que les substances hormonales et les éléments minéraux employés
ainsi que le charbon actif influent, par leur nature et leur dose, tant
sur la vitesse de différenciation des embryons somatiques formés que
sur leur état physiologique ultérieur. Le milieu LI renfermant les élé-
ments minéraux de MS 1/2; du 2,4-D à 1 mg.l- I et du charbon actif
à 0,3 g.l-I est favorable à l'initiation, la croissance et la maturation
des embryons (fig. 4, fig. 5, fig. 6). La réduction excessive de la
concentration en éléments minéraux de MS (MS 1/4 correspondant à
~ au lieu de MS 1/2 pour LI) n'assure pas le développement des
embryons d'une manière satisfaisante. C'est ainsi que la plupart des
embryons restent bloqués au stade globulaire. Quant au milieu L:2
(MS), il est faiblement inducteur de l'embryogenèse secondaire, phé-
nomène à la base du maintien de la souche. En effet, la proportion
des embryons au stade globulaire baisse considérablement au terme
de six semaines de culture. En absence totale de 2,4-D, un brunisse-
ment précoce affecte l'extrémité apicale et/ou basale des embryons.
1Figure 4
Embryons somatiques
au stade globulaire.
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1Figure 5
Embryons somatiques
en grand nombre
en milieu liquide
au stade structuré.
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1Figure 6
Effet de la concentration
minérale du milieu de MS
sur l'effectif des embryons
observés aux différents
stades de l'embryogenèse
végétale à partir
de 500 mg de matière
fraîche de cals
embryogènes au terme
de 6 semaines de culture.
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Embryons structurés
Les milieux liquides permettent une meilleure expression des
potentialités embryogènes des tissus et leur maintien au cours de
nombreuses générations successives de multiplication, ceci se tra-
duit par le développement simultané de tous les stades de l'em-
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bryogenèse somatique. Quatre stades bien distincts allant de l'état
globulaire typique au stade mature paIfaitement différencié et struc-
turé ont été répertoriés.
Stade 1 : stade globulaire
Ce stade est discernable après une semaine de culture. On note la
différenciation de minuscules masses, paIfaitement sphériques,
dont les futurs méristèmes caulinaires et racinaires ne sont pas
encore reconnaissables.
Stade 2 : stade post-globulaire
Ce stade peut être repéré au terme de deux semaines de culture. Les
embryoïdes manifestent, en début de développement, une petite
invagination conduisant à des structures rappelant le stade cœur
chez les Dicotylédones. Ces embryoïdes sont caractérisés par une
symétrie sensiblement axiale car le développement du cotylédon à
l'origine de la feuille cotylédonaire est encore très faible.
Stade 3 : stade embryon structuré
Ce stade prend forme à partir de la se semaine de culture. Le déve-
loppement du cotylédon à l'origine de la feuille cotylédonaire est
très important. Le méristème racinaire bien visible ne se montre pas
encore très actif compte tenu du faible développement de la racine.
Stade 4 : stade embryon structuré avancé
Ce stade peut être identifié après LO semaines de culture. On note,
d'une part, l'apparition de la Jre feuille suite à la fissuration de la
feuille cotylédonaire d'où elle émerge et, d'autre part, le début
d'élongation de la racine suite à l'entrée en activité du méristème
racinaire marquant la naissance d'une jeune plante structurée.
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Par ailleurs, l'hyperhydricité d'une proportion souvent importante
des embryons somatiques formés en milieu liquide constitue un
obstacle majeur au processus de la germination. La dessiccation
partielle de ces embryons, conduisant à une baisse de leur teneur en
eau de 90 à 75 %, améliore très nettement leur capacité germinative
dont le taux s'élève de 25 à 80 % (fig. 7). En revanche, l'excès de
dessication (teneurs en eau inférieures à 60 %) réduit le pouvoir ger-
minatif d'une façon notable.
Les analyses biochimiques effectuées sur les embryons partielle-
ment déshydratés montrent que la dessiccation engendre une aug-
mentation de l'activité des peroxydases (tab!. 2), isoenzymes
connues par leur implication dans plusieurs processus morphogéné-
tiques (Gaspar el al., 1991).
1Figure 7
Plante issue du développement
d'un embryon somatique ayant subi
une déshydratation partielle.
Embryons somatiques hydratés Embryons somatiques desséchés
(teneur en eau 90 % ) (teneur en eau 82 % )
Teneurs en protéines (mg.g·' MF) 2,9 ± 0,4 6,2 ± 0,5
Activités peroxydasiques (\J.g" MF) 3 020 ± 105 7050 ±206
1Tableau 2
Teneurs en protéines solubles et activités peroxydasiques totales
des embryons somatiques de palmier dattier
hydratés et desséchés.
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En outre, l'excision de la partie antérieure de la feuille cotylédo-
naire stimule l'émergence de la première feuille chlorophyllienne,
si bien que le pourcentage de germination s'élève de 30 à 75 %.
Il convient de noter que le développement des deux types de méris-
tèmes est asynchrone. Le méristème caulinaire, prenant généralement
le pas sur le méristème racinaire, donne naissance à une plante dont
la partie aérienne est très bien développée. Le cas opposé débouche,
en général, sur le blocage du méristème caulinaire dont la croissance
semble être inhibée, voire bloquée, par le démarrage précoce du
méristème racinaire. De nombreux embryons sont ainsi perdus.
Quant à la phase d'acclimatation, elle doit porter sur des jeunes
plants structurés ayant séjournés sur le milieu de MS additionné
d'ANA (1 mg.l-') et de BAP (1 mg.l- I ). Ce milieu assure la régéné-
ration de plants vigoureux dont le système racinaire et la partie
aérienne sont bien développés.
1Discussion et conclusion
Chez le palmier dattier cv. Deglet Nour, la multiplication clonale,
par le biais de l'embryogenèse somatique en milieu liquide agité,
peut conduire à l'obtention d'un grand nombre de plants structurés.
Le procédé de production mis en œuvre s'articule conune suit:
- induction d'une callogenèse à partir d'explants végétatifs, préle-
vés au stade juvénile, sous l'effet de doses variables de 2,4-D ;
- multiplication des cals embryogènes obtenus par passage en
milieux liquide agité ou par fragmentation par la technique de
hachage;
- établissement de suspensions cellulaires embryogènes après fil-
tration sur des tamis de 500 !lm ;
- induction d'une embryogenèse somatique dans des milieux de
culture liquides de composition appropriée;
- dessiccation partielle des embryons somatiques développés en
réduisant leur teneur en eau de 90 à 75 % ;
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- germination des embryons ainsi déshydratés sur des milieux gélo-
sés dépourvus d'hormones et obtention de vitroplants structurés.
À partir d'une même masse de cals embryogènes, le nombre d'em-
bryons obtenus en milieu liquide est supérieur à celui que l'on pour-
rait obtenir sur milieu gélosé. Deux facteurs au moins sont à
l'origine de cette amélioration du rendement. D'une part, les condi-
tions inhérentes à la phase liquide permettent d'assurer de
meilleures conditions d'échange de métabolites par les structures
embryonnaires en suspension et, d'autre part, l'intervention d'une
embryogenèse secondaire très précoce et active. En effet, les obser-
vations effectuées à la loupe révèlent le développement de minus-
cules masses sphériques sur les proembryons qui se détachent sous
l'effet de l'agitation. Certains nodules évoluent en embryons struc-
turés, d'autres continuent leur prolifération.
Quant à l'efficacité du milieu LI' elle est surtout due à l'effet de
dilution du milieu minéral de MS. En effet, chez Fagus sylvatica L.,
cette dilution assure une bonne prolifération de la suspension
embryogène (Vieitez et al., 1992). Par ailleurs, Sharma et al. (1993)
rapportent que le 2,4-D à faible dose stimule la différentiation des
embryons somatiques et assure le maintien des cultures en suspen-
sion chez Datura innoxia Mill.
Les pseudo-embryons, dont on ignore les conditions et les facteurs
essentiels d'induction, sont un obstacle à une meilleure exploitation
du processus de l'embryogenèse végétale. Trois types d'anomalies
seraient à l'origine de leur incompétence à la germination: 1) l'ab-
sence totale de toute structure de type méristème caulinaire, 2) la
mise en place d'un méristème mal formé non fonctionnel sur le plan
physiologique, 3) Je méristème formé est typique mais soumis à des
inhibitions dont les causes restent à déterminer.
La dessiccation des embryons somatiques est un traitement très effi-
cace permettant d'atteindre des pourcentages de germination éle-
vés. Les avantages de la dessiccation ont été aussi évoqués chez
Manihot esculenta C. où elle améliore les capacités germinatives
des embryons somatiques (Mathews et al., 1993). Ces auteurs rap-
portent que l'augmentation de la pression osmotique intracellulaire,
conséquence directe de la dessiccation, peut déclencher une série
d'événements biochi miques. Ces derniers affectent la perméabilité
membranaire et modifient la teneur de l'ABA endogène qui induit
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l'expression de gènes spécifiques impliqués dans certains processus
morphogénétiques.
L'accroissement de l'activité peroxydasique pourrait traduire une
réduction du niveau auxinique endogène (Thorpe et Gaspar, 1978)
à l'origine de l'établissement d'une balance auxine/cytokinine favo-
rable à l'activation des voies métaboliques impliquées dans l'accu-
mulation des substances de réserve qui constituent des marqueurs
d'intérêt pour l'évaluation du degré de maturité des embryons
somatiques (Rival et al., 1998).
En ce qui concerne l'amélioration des capacités germinatives liées
à l'excision de la partie antérieure de la feuille cotylédonaire, les
travaux de Bulvard et Monin (1960, 1963) sur les embryons zygo-
tiques de Euronymus europaus et Fraxinus excelsior ont mis, en
évidence le rôle joué par les cotylédons dans l'incompétence à la
germination. Celle-ci est très forte lorsque les cotylédons s'imbi-
bent par contact avec le milieu de culture. En revanche, la germina-
tion est possible si les cotylédons sont supprimés ou s'ils ne sont pas
en contact avec le milieu de culture. Ces résultats suggèrent que
l'inhibition exercée par cette portion de la feuille cotylédonaire peut
être levée par la dessiccation des embryons somatiques.
Les plantules régénérées n'échappent pas au risque de la variation
somaclonale étant donné qu'on a largement fait usage du 2,4-0.
Toutefois, sachant que la régénération peut être effectuée sur des
milieux renfermant de faibles doses de 2,4-0 et que le dattier est
réputé stable au plan génétique (Othmani, 1998), un contrôle de
l'état de variation de la descendance semble pouvoir être obtenu en
modulant d'une part les quantités d'auxines employées et d'autre
part les délais de repiquage et de séjour des explants dans les
milieux de culture. Sur le plan pratique, les résultats obtenus per-
mettent d'envisager le passage en bioréacteur en vue de la produc-
tion de semences artificielles (Oaikh et Oemarly, 1987).
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Propagation de Phalaenopsis
issus de plateaux racinaires
de vitro-plants
Par protocormes de régénération
1. Samson l -2
L. Hamama1
R. Letouze1
Introduction
Les Phalaenopsis sont des Orchidées épiphytes à croissance mono-
podiale cultivées pour l'esthétique de leurs inflorescences ainsi que
pour la qualité et la résistance de leurs fleurons. Le genre
Phalaenopsis compte actuellement 47 espèces présentant une apti-
tude remarquable à vivre dans des conditions variées ainsi qu'un
grand potentiel d'hybridation. De nos jours encore, la multiplication
à l'échel.le industrielle des Phalaenopsis se fait par la technique du
semis (reproduction sexuée) ; les parents sont des cultivars natifs
et/ou hybrides sélectionnés pour leurs caractéristiques morpholo-
giques (fig. 1). ns font l'objet d'hybridations dirigées qui condui-
1 Laboratoire de recherche en Physiologie végétale des Pays de la
Loire, 16, bd Lavoisier 49045 Angers cedex 01, France.
2 Gaigard Fleurs Angers, chemin de la Glardière, 49130 Les Ponts de Cé,
France.
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sent 8 à 12 mois plus tard à la formation d'une capsule renfermant
plusieurs centaines de milliers de graines (fig. 2). Les principaux
avantages de ce mode de propagation sont le très fort taux de mul-
tiplication et le brassage génétique qu'il engendre. Néanmoins, la
technique du semis présente de nombreux inconvénients parmi les-
quels l'hétérogénéité, l'instabilité et la variabilité de la descendance.
Pour pallier ces inconvénients, les techniques de multiplication
végétative tels le bouturage et la culture de méristèmes se sont déve-
loppées permettant l'obtention de matériel végétal homogène et
conforme au pied-mère sélectionné pour son potentiel économique.
Cependant, ces techniques de propagation ne pelmettent pas d'at-
teindre des taux de multiplication élevés et c'est la raison pour
laquelle elles ont été progressivement délaissées au profit de l'em-
bryogenèse somatique. L'embryogenèse somatique est donc appa-
rue comme une alternative intéressante pour non seulement
conserver des caractères sélectionnés mais aussi pour obtenir des
taux de propagation compatibles avec une application industrielle.
1Figure 1
Génotypes d'élites
de Phalaenopsis sélectionnés
pour leurs caractéristiques florales.
1Figure 2
Capsule de Phalaenopsis
obtenue 8 à 12 mois
après les hybridations dirigées
entre les génotypes d'élites.
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Les objectifs de notre travail étaient dans un premier temps d'éta-
blir une méthodologie permettant d'aboutir à la propagation clonale
industrielle de génotypes d'élites sélectionnés pour leur intérêt éco-
nomique. Pour ce faire, le schéma de propagation adopté compre-
nait J'établissement de clones à partir de génotypes d'élites puis la
mise au point d'un protocole de multiplication végétative indus-
trielle par embryogenèse somatique via l'exploitation des clones
entretenus en culture de tissus. Dans un deuxième temps, nous
avons contrôlé l'évolution tissulaire des explants au cours des dif-
férentes étapes de la propagation par embryogenèse somatique par
des méthodes histologiques et moléculaires (PCR-RAPD).
Matériel et méthodes
Matériel végétal
Sept clones (A 78/46, B615, BSLRL, TS 313, TS 318, TS 345 et
TS 256) de Phalaenopsis cultivés en serre, issus de la culture de méris-
tèmes, ont servi de pieds-mères pour les mises en culture. Différents
types d'explants, de milieux de culture (Vacin et Went, 1949 ; Tokuhara
et Mii, 1993), et de régulateurs de croissance (ANA; 2,4--0 ; BAP ; F3iP;
CPPU) ont été testés pour l'établissement des clones en culture de tissus.
Régénération du Phalaenopsis
par embryogenèse somatique
La propagation du Phalaenopsis par protocormes de régénération se
déroule en 3 étapes distinctes: J'induction de J'embryogenèse soma-
tique, la formation et la multiplication de protocormes de régénéra-
tion et la conversion en jeunes plantes.
Étude histologique
Les tissus utilisés pour J'étude histologique ont été fixés dans un tam-
pon phosphate de sodium O,IM à pH7 additionné de paraformaldé-
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hyde 2 %, de glutardialdéhyde 1 % et de caféine 1 %. Au tenne de la
fixation, les tissus ont été déshydratés dans une série de bains d'alcool
et inclus dans de la résine. Des sections de 7 fJm d'épaisseur ont alors
été effectuées à l'aide d'un microtome. Les coupes ont enfin subi une
double coloration à l'acide périodique Schiff et au Naphtol Blue Black.
Technique de PCR-RAPD
L'ADN génomique est extrait selon la méthode de Dellaporta el al.
(1983). La technique pennet l'extraction et la purification de l'ADN
génomique par l'utilisation de protéinase K, d'un détergent anio-
nique: le Sodium Dodécyl Sulfate (SDS), de la RNAse A, d'un
mélange de phénol/chlorofonne/alcool isoamylique et d'isopropanol.
La qualité de \' ADN génomique natif extrait des 7 variétés de
Phalaenopsis a été évaluée par une migration dans un minigel
d'agarose à 0,8 %. Paral1èlement à la migration de l'ADN géno-
mique total, des marqueurs de poids moléculaires connus, issus de
la digestion d'un phage À par les 2 enzymes de restriction Hind III
et EcoRI, sont également mis à migrer.
L'analyse du minigel d'agarose a permis de visualiser une seule
bande d'ADN de haut poids moléculaire (> 12.216 pb), garantie
d'une bonne qualité des extractions.
Dosage des préparations
La quantification de l'ADN est réalisée par fluorimétrie (DNA fluoro-
meter Model TKO 100 de Hoefer Scientific Instrument San Francisco).
Les mesures des concentrations d'ADN sont basées sur l'utilisation du
réactif de Hoechst 33258. La quantité d'ADN est mesurée à 520 nm.
Le fluorimètre est étalonné grâce à 2 ml d'une solution de travail com-
prenant du TNE lx (Tris 10 mM ; NaCI 0,1 M ; EDTA 1 mM, pH 7,4)
et le réactif de Hoechst à 1mg/ml (point correspondant à 0 ng d'ADN) et
à 2 ml de cette même solution auxquels est ajouté de l'ADN de thymus
à la concentration de 1 fJg/lOfJI (point correspondant à 500 ng d'ADN).
Le dosage de [' ADN extrait est réalisé avec 1 fJl de chaque prépa-
ration dilué dans 2 ml de solution de travail; plusieurs mesures sont
effectuées sur le même extrait afm d'établir une moyenne.
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Conditions d'amplification
Le volume réactionnel pour les amplifications est de 25 III ; il se
compose de Tris HCI la mM pH 8,5, de KCI 50 mM, de MgClz
2 mM, de 100 IlM de dNTP, de 15 ng d'amorce, de 25 ng d'ADN,
d'une unité Taq et de deux gouttes d'huile.
Quarante huit amplifications peuvent être réalisées simultanément
dans le thermocycleur ; il est programmé de la façon suivante:
- une phase de dénaturation de 4 mn 30 à 94 oC ;
- 45 cycles d'amplification:
1 mn à 94 oC pour la dénaturation de l'ADN;
1 mn à 36 oC pour l'hybridation des amorces;
2 mn à 72 oC pour l'élongation des brins d'ADN;
- une phase d'élongation de 15 mn à 72 oC;
- une phase de stockage final à 4 oc.
Préparation des échantillons
Après l'amplification, les 25 III de volume réactionnel sont pipetés
sous l'huile et additionnés de 2,5 III d'un mélange de bleu de bro-
mophénol et de xylène cyanol et de ficoll.
Électrophorèse sur gel d'agarose
Cette technique permet, grâce à un courant électrique, la migration
et la séparation des fragments d'ADN en fonction de leur taille.
L'ADN, chargé négativement, est déposé au niveau de la cathode et
migre, sous l'effet du courant, vers l'anode. La vitesse de migration
des fragments est proportionnelle à leur taille, les fragments les plus
petits migrant les plus vite et donc les plus loin.
La séparation des amplicons est réalisée sur un gel d'agarose à
1,4 % (p : v). Le gel, coulé à chaud dans un support de gel en pré-
sence de peignes, est placé dans une cuve électrophorétique Apelex
IBI et est recouvert par un tampon d'électrophorèse composé de
0,04 M Tris-acétate; 0,001 MEDTA; pH8 (TAE lx).
Les échantillons ainsi que des marqueurs de poids moléculaires (J Kb
DNA Ladder, U.S. Patent No. 4,403,036) sont déposés dans les puits for-
276 T Des modèles biologiques à l'améliora/ion des plan/es
més par les peignes. Le système de refroidissement par circulation d'eau
est mis en route et une tension de 120 V est appliquée pendant 3 h. Les
marqueurs de poids moléculaires serviront, via le logiciel Bio 1D, pour
établir une courbe étalon (distance de migration =f (Log P.M.)) qui per-
mettra de déterminer la taille des fragments amplifiés.
Coloration des fragments amplifiés
À l'issue de l'électrophorèse, le gel d'agarose est incubé à l'obscu-
rité dans une solution de bromure d'éthidium (BET) à 0,5 Ilglml ; le
BET est un colorant fluorescent sous ultra-violets (UV) qui s' inter-
cale entre les bases de l'ADN et qui permet sa visualisation. Au
bout de 15 mn de coloration, le gel est rincé à l'eau courante pen-
dant 20 mn avant d'être observé et photographié sous UV par trans-
mission de lumière sur des films Polaroid de type 557.
1Résultats
Établissement de clones
de Phalaenopsis par culture de tissus
Induction de la caulogenèse
Les explants retenus pour la formation de pousses végétatives sont
des boutures gemmées de hampes florales prélevées sur les pieds-
mères cultivés en serre. Le milieu de culture permettant le démar-
rage maximal de ces boutures (entre 83,3 % et 100 %) est le milieu
de Vacin et Went (1949) modifié et additionné de 0,1 mg.!-1 d'ANA
et de 1 mg.l-l de BAP. La culture des explants s'effectue durant 1 à
3 mois à l'obscurité et entre 21 et 24 oc.
Induction de la rhizogenèse
Les pousses végétatives obtenues à l'étape précédente sont cultivées sur
le New Dogashima Medium (NDM) élaboré par Tokuhara et Mü
(1993), modifié et additionné de 0,1 mg.!-l d'ANA et de 1 mg.!-l de
BAP. La culture est réalisée en salle avec photopériodisme (16 h de
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lumière et 8 h d'obscurité) pendant 1 à 3 mois. À l'issue de cette période,
plus de 70 % des pousses végétatives se sont enracinées (planche 1).
E
c
D
B
A
F G
H J
1 Planche 1
Régénération du Phalaenopsis
A : pousse feuillée enracinée entretenue en culture de tissus;
B : coupe longitudinale d'un plateau racinaire ;
C : induction d'embryons somatiques;
D et E : protocormes de régénération formés à partir d'un plateau racinaire ;
F : amas de protocormes de régénération en début de multiplication;
G : multiplication des protocormes après 2 mois de culture;
H, 1 et J : conversion des protocorrnes de régénération en jeune plante.
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Entretien des clones
Des repiquages réguliers pendant 8 à 12 mois conduisent à des jeunes
plantes qui sont prêtes a être acclimatées en serre ou qui peuvent servir
de source d'explants pour l'induction de l'embryogenèse somatique.
Régénération du Phalaenopsis
par embryogenèse somatique
Induction et formation des protocormes de régénération
Les explants retenus pour induire l'embryogenèse somatique sont
les plateaux racinaires prélevés sur les vitro-plants entretenus en
culture de tissus. Les plateaux racinaires sont constitués des tissus
compris entre la zone d'insertion des racines et celle des feuilles
(planche 1). Ils peuvent être assimilés à une assise pseudo-méristé-
matique. Mis en culture sur le NOM additionné d'ANA et de F3iP:
(E)-6- [3- (trifluorométhyl)-but-2-enylanUno] purine (Clémenceau
et al., 1996 ; fig. 3) et placés à l'obscurité interrompue par des flashes
de lumière rouge clair (660 nm) à intervalles réguliers, 83,3 % des
explants forment des protocormes de régénération (planche 1).
Multiplication des protocormes de régénération
Des amas de 10 à 15 protocormes sont mis en culture dans des
Récipients à immersion temporaire automatique (Rita®) contenant le
NOM modifié liquide additionné d'ANA et de CPPU N-2 (chloro-
pyridyl) 4-N'phénylurée (fig. 3). À l'issue de 40 jours en salle de cul-
ture avec photopériodisme, la matière fraîche est multipliée par 40
(planche 1).
Conversion des protocormes
de régénération en jeunes plantes
Au sortir de l'étape de multiplication, les protocormes de régénéra-
tion sont individualisés et nUs en culture pendant 8 à 12 mois sur le
NOM modifié additionné d'ANA et de BAP (planche 1). Au terme
de cette période, les plantes sont acclimatées en serre et leur florai-
son est observée dans les 14 mois qui suivent.
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Le schéma de propagation que nous avons développé conduil à
l'obtention en 3 à 4 ans de plusieurs dizaines de milliers de plantes
fleuries phénotypiquement identiques aux pieds-mères dont elles
sont issues. À titre de comparaison, ces délais sont comparables
voire inférieurs à ceux observés dans le cas de la multiplication par
voie sexuée.
CF3 , ... H ÛC-C NH-CO-N
CH,' 'CH,-NH N ~
NOC> Cl
H
A: F3iP
1Figure 3
Formules semi-développées des molécules
de synthèse à activité cytokinine.
Étude histologique
B: CPPU
L'observation à la loupe binoculaire des plateaux racinaires, aux
différentes étapes de la régénération, par le processus de l' embryo-
genèse somatique a révélé la présence de structures nodulaires
sphériques de couleur verte se formant à la surface des plateaux
racinaires et se détachant facilement de ces explants-mères. Ces
structures, à des stades de développement plus ou moins avancés,
ont par la suite fait l'objet de coupes histologiques (planche 2)
confirmant qu'elles possédaient toutes les caractéristiques des
embryons somatiques et qu'elles pouvaient donc être définies
comme étant des protocormes de régénération.
Les coupes histologiques réalisées tout au long de la culture ont par
ailleurs permis d'établir un parallèle entre le développement des
embryons zygotiques des Orchidaceae (Leroux et al., 1995) et celui
des embryons somatiques (ou protoconnes de régénération).
Notre étude histologique montre que les protocormes de régénéra-
tion se forment à partir d'une cellule dédifférenciée unique (cellule
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1 Planche 2
Étude histologique au cours de la régénération
du Phalaenopsis par le processus de l'embryogenèse somatique,
1 3 1: tissu embryogène :
4 6 2 : cellule dédifférenciée individualisée;
7 9 3, 4 : premières division des cellules méristématiques ;
5, 6 : amas de cellules méristématiques ;Go []1 7 : protocorme de régénération au stade globulaire constituéde cellules parenchymateuses;8, 9 : formation d'un dôme méristématique
au pôle antérieur du protocorme :
10: méristème caulinaire organisé au pôle antérieur
du protocorme, formation de primordia foliaires:
11 : formation d'un méristème racinaire au pôle postérieur
du protocorme,
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de cal) qui s'isole des autres par un épaississement de sa paroi et qui
acquiert des caractéristiques embryonnaires et notamment des
potentialités méristématiques. Les divisions cellulaires successives
conduisent à la formation d'un amas cellulaire qui s'isole de l'ex-
piant-mère par la constitution d'un épiderme monocouche pour for-
mer un embryon globulaire composé dans un premier temps
uniquement de cellules parenchymateuses. Ensuite, un méristème
caulinaire s'organise et entre en fonctionnement pour produire des
primordia foliaires et des bourgeons. Plus tardivement des cellules
parenchymateuses, proches de la zone vasculaire, se dédifférencient
et s'organisent pour former un méristème racinaire au pôle opposé
(instauration de la bipolarité de l'embryon). Dès qu'il est formé,
l'apex radiculaire entre en activité mitotique et la jeune racine croît
droit en perçant les cellules corticales de la tige; la première racine
naît toujours à l'aisselle de la feuille la plus âgée. L'ensemble de ces
observations corroborent celles faites par Vanseveren et Freson
(1969), Freson et Vanseveren (1968), Vanseveren (1969, 1970).
Caractérisation moléculaire des clones:
technique de PCR-RAPD
Extraction de "ADN génomique
Quantités d'ADN extrait
Les rendements des extractions ont été calculés en microgrammes d'ADN
par gramme de matière fraîche. Ils sont présentés dans le tableau 1.
Clone Masse de MF Concentration d'ADN Quantité d'ADN Rendement
(g) (ng/~I) (~g) (~g d'ADNlg MF)
1 1,38 516,20 30,97 22,44
2 1,48 252,66 20,21 13,66
4 1,46 451,32 36,11 24,73
8 1,35 256,50 15,39 11,40
9 1,31 274,00 16,44 12,55
10 1,41 203,32 12,20 8,63
12 1,33 558,00 27,90 20,78
1 Tableau 1
Rendements des extractions d'ADN
à partir des vitrcrplants entretenus en cycle clonaI.
Résultats exprimés en ~g d'ADN par 9 de matière fraîche.
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Le tableau 1indique que les rendements des extractions sont compris
entre 8 et 24 Ilg d'ADN/g MF. En moyenne, un peu plus de 16 f..Ig
d'ADN sont extraits par gramme de matière fraîche.
Caractérisation variétale via les marqueurs RAPD
Sélection des amorces
Plusieurs dizaines d'amorces ont été testées, 8 amorces seulement
ont été retenues:
OPE-03
OPE-Q4
OPE-07
OPE-09
OPE-Il
OPE-16
OPE-18
OPE-19
5' CCAGATGCAC 3';
5' GTGACATGCC 3';
5' AGATGCAGCC 3';
5' CTTCACCCGA 3';
5' GAGTCTCAGG 3';
5' GGTGACTGTG3';
5' GGACTGCAGA 3';
5' ACGGCGTATG 3'.
Profils d'amplification
Des profils d'amplification ont été établis pour chacune des 7 varié-
tés de Phalaenopsis (planche 3) avec les 8 amorces présentées pré-
cédemment (planche 4). Chaque amplification a été répétée 2 fois.
1 : A 78/46
1 Planche 3
photographie des 7 clones
de PhaJaenopsis
entretenus in vitro
en cul1ure de lissus.
2: B 615
9: T8 318
4: B8LR
10:T8345
8:T8313
12: T8 256
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3054 pb
2036 pb
1636 pb
1018 pb
506 pb
1Planche 4
Profil d'amplification obtenu à partir de l'ADN génomique
du clone 12 entretenu in vitro en culture de tissus.
Utilisation des amorces OPE-03, 04, 07, 09, 11, 16, 18 el 19.
Les profils d'amplification sont constitués de fragments d'ADN
amplifiés dont le nombre et la taille varient en fonction de l'amorce
et de la variété utilisées.
Les profils PCR-RAPD de chacune des 7 variétés, obtenus à partir
d'une même amorce, sont comparés les uns aux autres de manière à
trouver des marqueurs RAPD spécifiques. Sur l'ensemble des frag-
ments amplifiés, seules les bandes reproductibles ont été prises en
considération pour l'analyse des profils (les bandes instables et/ou dif-
ficilement visualisables sont éliminées). Parmi ces bandes reproduc-
tibles, certaines sont constantes pour toutes les variétés, elles révèlent
un monomorphisme et ne permettent pas de caractérisation variétale.
D'autres, par contre, sont variables et conduisent à un polymorphisme
entre les différentes variétés. Elles peuvent être considérées comme
des marqueurs moléculaires et permettent de caractériser les variétés.
L'évaluation de la taille des arnplicons se fait grâce au logiciel Bio-profil.
Les gels 1 à 3 (planche 5) illustrent les amplifications de l'ADN
génomique des 7 clones de Phalaenopsis en utilisant à titre d'exem-
ple 3 des 8 amorces sélectionnées (OPE-03, OPE-04, OPE-07,
OPE-Q9 et OPE-18). Les résultats indiquent que les marqueurs
RAPD peuvent être utilisés pour identifier et caractériser les 7 varié-
tés de Phalaenopsis.
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Clones de Phalaenopsis-
1 : A 78/46; 2 : B 615 ; 4 : BSLR ; 8 : TS 313; 9 : TS 318 ; 10: TS 345 ; 12: TS 256
PM 2 4 8 9 10 12 PM
4072 pb
3054 pb
2036 pb
1636 pb
1018 pb
506 pb
Gel 1 : Profil d'amplification obtenu en utilisant l'amorce OPE-03.
PM 2 4 8 9 10 12 PM
4072 pb
3054 pb
2036 pb
1636 pb
1018 pb
506 pb
Gel 2. : profil d'amplification obtenu en utilisant l'amorce OPE-04.
PM 2 4 8 9 10 12 PM
4072 pb
3054 pb
2036 pb
1636 pb
1018 pb
506 pb
Gel3 : profil d'amplification obtenu utilisant l'amorce OPE-07.
1Planche 5
Profils d'amplification de l'ADN génomique de 7 clones de Phalaenopsis
entretenus en culture de tissus en utilisant les amorces OPE-03, 04 et 07.
Comparaison pour une amorce donnée du profil
de bandes RAPD à différents stades de la régénération
La stabilité génétique des plantes régénérées par embryogenèse soma-
tique à partir du pied-mère TS 256 a été évaluée grâce à la technique
de PCR-RAPD. Le matériel végétal a été prélevé aux stades suivants:
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- stade 1, pied-mère d'élite cultivé en serre (PiM) ;
- stade 2, clone obtenu par boutures de nœuds de hampes florales
du pied-mère et maintenu en culture de tissus (CC) ;
- stade 3, plateaux racinaires de vitro-plants à partir desquels des
protocorrnes de régénération ont été induits et néformés (1) ;
- stade 4 ; protocormes de régénération en phase de multiplication (M) ;
- stade 5, plantes régénérées par embryogenèse somatique juste
avant leur sortie de l'in vitro et leur acclimatation en serre (R).
La planche 6 présente, à titre d'exemple, pour 4 des 8 amorces sélec-
tionnées (OPE-03, 04, 07, 09) les profils d'amplification de l'ADN géno-
mique, aux différentes étapes de la régénération du matériel végétal.
~
Stades
PM PiM CC 1 M R
OPE-Q4
Stades
PM PiM CC 1 M R
4072 pb
3054 pb
2036 pb
1636 pb
1018 pb
506 pb
Gel4 : profil d'amplification obtenu en utilisant les amorces OPE-03 et OPE-04.
1018 pb
506 pb
OPE-07
Stades
PM PiM CC 1 M R
OPE-09
Stades
PM PiM CC 1 M R
Gel 5 : profil d'amplification obtenu en utilisant les amorces OPE-07 et OPE-09.
1 Planche 6
Profils d'amplification de l'ADN génomique TS 256 à 4 stades de développement
en utilisant les amorces OPE-03, 04, 07 et 09. Stades de développement:
PiM : pied-mère cultivé en serre;
CC : clone entretenu in vitro en culture de tissus;
1: initiation et formation des protocormes de régénération;
M : multiplication des protocormes ; R : plantes régénérées par embryogenèse somatique.
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Les résultats montrent que le polymorphisme révélé par les mar-
queurs RAPD diffère en fonction des amorces utilisées mais que
pour une amorce choisie aucun polymorphisme de bandes n'est
détecté quel que soit le stade de développement considéré.
1Discussion-conclusion
La technique mise au point pour la propagation du Phalaenopsis par
protocormes de régénération permet d'aboutir à un taux de multi-
plication compatible avec les exigences industrielles. Les améliora-
tions apportées à la technique par l'utilisation des « Rita® » et par
l'utilisation d'explants issus de plateaux racinaires d'un clone entre-
tenu en culture in vitro augmentent considérablement la disponibi-
lité des mises en culture. L'utilisation des outils de la biologie
moléculaire, la technique PCR-RAPD, a permis de confirmer l'ho-
mogénéité et la stabilité du matériel régénéré.
Bibliographie
Clemenceau D, Cousseau J, Martin V,
Molines H, Wakselman C, Momet R.
Nogue F, Laloue M 1996-
Synthesis and cytokinin activity
of two f1uoro derivatives
of N6-lsopentenyladenine.
Journal of Agricultural
and Food Chemistry 44 : 320-322.
Dellaporta S.L., Wood, J.,
Hicks J.B. 1983-
A plant DNA minipreparation: revision II.
Plant Mol. Biol. Rep. 1: 19-21.
Freson R, Vanseveren N 1968 -
La propagation des orchidées par la
méthode de culture des méristèmes
in vitro. Association nationale
des professeurs de biologie
de Belgique 2 : 85-93.
Leroux G, Barabe D, Vieth J 1995 -
Morphogenèse comparée de
protocormes de Cypridedium acaule
(Orchidaceae) cultivés in vitro avec ou
sans sucre. Cano J. Bot. 73: 1391-1406.
Tokuhara K, Mii M 1993 -
Micropropagation of Phalaenopsis
and Doritaenopsis by culturing shoot
tips of f10wer stalk buds.
Plant Cell Reports: 7-11.
Vacin E, Went F.W 1949-
Some pH changes in nutrient
solutions. Bot. Gaz. 110 : 605-613.
1. SAMSON et al. - Propagation de Phalaenopsis issus de plateaux racina ires de vitro-plants T 287
Vanseveren N 1969 -
Quelques phénomènes
d'organogenèse dans des plantules
de Cattleya Lindl. (orchidaceae)
obtenues par propagation
méristématique in vitro. Bull. Soc.
Roy. Bot. Belgique 102 : 211-220.
Vanseveren N 1970 -
Note sur quelques aspects
morphologiques et histologiques
de plantules de Cattleya Lindl.
A croissances anormales,
obtenues par propagation
méristématique. Bull. Soc. Roy. Bot.
Belgique 103: 11-17.
Vanseveren N, Freson R 1969 -
La multiplication des Orchidées
par la technique de culture in vitro
des méristèmes de tige.
Les naturalistes belges 50-8 : 443-460.

Amélioration
de la régénération
chlorophyllienne chez le blé dur
Utilisation de la culture d'anthères
après croisements interspécifiques
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H. Chlyah1
Ilntroduction
Dans le cadre du programme d'amélioration du blé dur par les tech-
niques de biotechnologie et particulièrement par l'haplodiploïdisa-
tion, plusieurs travaux ont été réalisés afin d'obtenir des plantes
haploïdes qui, après dédoublement de leur stock chromosomique par
un traitement à la colchicine, donneront des lignées diploïdes parfai-
tement homozygotes. La production d'un individu homozygote en
une seule étape permet un gain de temps appréciable pour la sélection.
Les premières expériences effectuées dans notre laboratoire ont porté
sur la culture d'anthères chez le blé dur. Les résultats obtenus ont
montré des rendements en embryons relativement faibles et un taux
1 Département de Biologie, faculté des Sciences, BP 1014, Rabat, Maroc.
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d'albinisme très important, atteignant 99 % (Chlyah et Saïdi, 1991).
Parallèlement, cette même technique appliquée chez le blé tendre a
pennis la formation de plantes haploïdes chlorophylliennes avec des
rendements de 23 % (El Haddoury 1990 ; El Haddoury et al., 1993).
À l'issue de ces résultats, nous avons pensé qu'il serait intéressant de
sunnonter le problème d'albinisme, en essayant de transférer la capa-
cité de régénération chlorophyllierme du blé tendre au blé dur par
l'intennédiaire de croisements interspécifiques. Après l'obtention de
la FI' des rétrocroisements sont effectués avec le parent blé dur et à
chaque génération, les descendants sont soumis à la technique de cul-
ture d'anthères afin d'obtenir des plantes haploïdes vertes.
Matériel et méthodes
Les croisements sont réalisés entre 2 génotypes de blé tendre :
Nesma et Verry's (ce dernier ayant la particularité de porter la trans-
location 1BL!IRS) de génome AABBDD (2 n = 6 x = 42) pris
comme parents femelles et 9 génotypes de blé dur (Cocorit, Isly,
Karim, Marzak, Massa, Oum Rabiâa, Sarif, Sebou et Tensift) de
génome AABB (2 n =4x =28) pris comme parents pollinisateurs.
Les semences sont fournies par la station Guich de l'Inra de Rabat.
Le parent Verry's a la particularité de porter la translocation
lEL! 1RS. Les semis de blé sont faits directement dans le champ.
Les épis de blé tendre sont castrés manuellement 1 à 3 jours avant
l'anthèse puis ils sont recouverts par des sachets en papier cello-
phane. Lorsque les stigmates de l'épi castré deviennent réceptifs,
l'épi pollinisateur est coupé et déposé à côté de celui-ci. Les deux
épis sont alors enveloppés dans un même sachet portant les réfé-
rences du croisement. À maturité, les graines hybrides fonnées sont
récoltées. Après la germination quelques racines sont coupées et
vont servir pour l'étude cytologique, et les plantules continueront
leur développement. Une partie des plantes fonnées sera utilisée
pour la réalisation des rétrocroisements et le reste servira pour la
culture d'anthères.
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Après obtention de la FI' les trois générations successives RC l'
RCz, RC3 sont obtenues à partir de rétrocroisements avec le parent
pollinisateur blé dur. Pour l'appellation des descendants, on adop-
tera les écritures suivantes: descendants du RC 1 avec le parent don-
neur Verry's : FI V x blé dur et avec Nesma : FIN x blé dur, ceux du
RCz : RCIV x blé dur et RCIN x blé dur et ceux du RC3 : RCzV x
blé dur et RCzN x blé dur.
L'étude cytologique des pointes racinaires permettant de réaliser le
comptage chromosomique est effectuée comme suit: prétraitement
à l'a-bromonaphtalène (1 %), fixation à l'alcool acétique à 4 oC
pendant au moins 12 h, hydrolyse à l'HCl IN, 12 mn à 60 oC, colo-
ration par le réactif de Schiff et écrasement dans une goutte de car-
min acétique. À chaque génération, 20 à 30 cellules ont été
analysées pour le dénombrement chromosomique.
Pour la technique de culture d'anthères, les épis sont récoltés
lorsque les microspores sont au stade uninucléé, vacuolisé. Ils sont
soumis à un prétraitement au froid à 4 oC pendant 6 à 8 j, puis sont
désinfectés par trempage dans une solution d'hypochlorite de cal-
cium à 4 % pendant 10 mn et rincés 3 fois à l'eau distillée stérile.
Les anthères sont ensuite prélevées et déposées à la surface du
milieu d'induction gélosé: milieu C I7 (Wang et Chen, 1986) com-
plémenté par 2 mg.l- I de 2,4-D et 1 mg.l- l kinétine. Pour chaque
expérience 350 à 400 anthères sont mises en culture. Les boites
scellées sont placées à l'obscurité et à une température de 28 ± 2 oc.
Après au moins un mois de culture, les embryons fonnés sont
dénombrés et repiqués sur milieu de régénération R9 (Picard et
De Buyser, 1977) sous 16 h d'éclairement et à 22 ± 2 oc. Lorsque
les jeunes plantules sont suffisamment développées et bien enraci-
nées, elles sont transférées dans des pots contenant terreau, sable,
tourbe à volumes égaux. Puis, on procède au dédoublement chro-
mosomique par immersion des racines pendant 5 h dans une solu-
tion de colchicine à 0,1 % additionnée de 2 % de DMSO. Après
quelques semaines de sevrage, les plantules seront repiquées dans
de grands seaux contenant uniquement du terreau, puis elles seront
arrosées régulièrement jusqu'à la fonnation de graines.
Pour l'analyse statistique, les pourcentages obtenus sont convertis
en Arcsin et une anaJyse de la variance est ensuite effectuée selon
le test de Fisher (logiciel Super Anova).
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1Résultats
Étude du dénombrement chromosomique
des descendants interspécifiques
Étude de la F1
Théoriquement, un hybride FI normal provenant de croisements
interspécifiques posséderait la moitié du nombre de chromosomes
de chaque parent impliqué dans la combinaison. Ainsi, les hybrides
issus de croisements entre le blé hexaploïde (2 n = 42) et le blé dur
(2 n =28) devraient avoir 2 n =35 chromosomes. En effet, d'après
nos observations, toutes les cellules qui ont été analysées présentent
un nombre chromosomiques égal à 35.
Étude du premier rétrocroisement : RC1
Chez les descendants du rétrocroisement RC 1 (tab!. 1), la variation
du nombre de chromosomes se situe entre 2 n =28 et 2 n =34 chro-
mosomes. Les cellules à 2 n =29 et 2 n =30 chromosomes présen-
tent la même fréquence qui est la plus élevée atteignant 23,81 %.
Par ailleurs, on constate aussi J'importance des cellules à 2 n =32,
2 n = 33 et 2 n = 34 chromosomes.
Chromosomes 28 29 30 31 32 33 34
Descendance
RC1 (%) 4,76 23,81 23,81 4,76 14,28 19,04 9,52
RC2 (%) 26,08 21,74 26,08 17,39 8,69 -
RC3 (%) 38,23 32,35 11,76 11,76 2,94 2,94
1Tableau 1
Variation chromosomique des descendants des rétrocroisements RC1, RC2, RC3.
Étude du deuxième rétrocroisement : RC2
Le nombre chromosomique des descendants du RC2 présente
une marge de variation plus restreinte que précédemment allant de
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2 n =28 à 2 n =32 chromosomes (tab!. 1). Par comparaison au Rel'
d'une part les cellules à 33 et 34 chromosomes n'ont pas été obser-
vées et, d'autre part, la proportion des cellules à 32 chromosomes a
diITÙnué de moitié alors que celle des cellules à 28 chromosomes a
beaucoup augmenté, passant de 4,76 % à 26,08 %. De plus, on
remarque que les cellules à 28, 29 et 30 chromosomes possédant des
fréquences respectives de 26,08 %, 21,74 % et 26,08 % sont les plus
nombreuses, représentant 74 % du tota!.
Étude du troisième rétrocroisement : RC3
Les descendants de ce rétrocroisement possèdent des ceIlules mon-
trant une variation chromosoITÙque s'étalant de 2 n =28 à 2 n =34
chromosomes (tab!. 1). Néanmoins, on constate l'absence de cel-
lules à 33 chromosomes et un nombre plutôt négligeable de cellules
à 32 et 34 chromosomes. Par ailleurs, en comparant cette distribu-
tion avec celle du deuxième rétrocroisement, on remarque que la
fréquence des cellules à 30, 31 et 32 chromosomes a diITÙnué de
moitié alors que celle des cellules à 28 et 29 chromosomes a encore
augmenté atteignant respectivement 38,23 % et 32,35 %.
Évaluation de l'aptitude androgénétique
des descendants des RCt , RC2 et RC3
Afin de déterminer la capacité androgénétique des descendants pro-
venant des différents rétrocroisements, Je taux d'induction des
embryons ainsi que celui des régénérations en plantes chlorophyl-
liennes et albinos ont été analysés.
Androgenèse des descendants du RC1
L'analyse statistique des données du tableau 2 n'a révélé aucune
différence significative entre les croisements effectués pour tous les
embryons et les plantes albinos, à l'exception des croisements
Nesma x Isly et Nesma x Karim qui présentent des taux élevés en
plantes albinos. Ainsi, tous les descendants ont perITÙs l'obtention
d'embryons avec des rendements variant de 13,6 % pour FI V x
Marzak qui est donc le plus embryogène à 5,02 % pour FIN x
Karim qui présente le pourcentage d'induction le plus bas. Pour la
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% Embryons % Plantes vertes % Plantes albinos
chlorophylliennes
F1 Verry's Fl Nesma F1 Verry's F1 Nesma F1 Verry's F1 Nesma
Cocorit 8,42 a 9,06 a 15,15 5,71 6,06 a Da
Isly 12,39 a 5,53 a 13,33 0 6,66 a 8,69 b
Karim 8,55 a 5,02 a 11,11 4,76 2,77 a 9,52 b
Marzak 13,60 a 5,13 a 13,70 9,52 Da Da
Massa 11,86 a 7,47 a 9,52 3,70 2,38 a Da
O. Rabiaa 9,89 a 5,88 a 0 0 5,26 a 4,34 a
Sarif 7,40 a 5,52 a 7,69 5,26 Da 5,26 a
Sebou 12,86 a 7,98 a 14,28 9,67 4,08 a 3,22 a
Tensift 9,21 a 7,67 a 5,88 3,44 2,94 a Da
Les moyennes suivies des différentes leNres sont significativement différentes au seuil de p = 0,05.
1Tableau 2
Réponse androgénétique des descendants du rétrocroisement 1 (Rel).
régénération des plantes chlorophylliennes, tous les descendants ont
répondu favorablement à l'exception de FI V x Oum. Rabiâa, FIN x
Isly et FlN x Oum Rabiâa. Le meilleur rendement (15,15 %) est
obtenu pour FI V x Cocorit, alors que le plus bas (3,44 %) est
observé chez F JN x Tensift. Par ailleurs, on remarque l'absence de
régénération albinos pour six croisements. Dans le cas où des
plantes albinos ont été obtenues, le descendant FIN x Karim aueint
un taux maximum de 9,52 % et au contraire F JV x Massa présente
un taux minimum de 2,38 %.
Androgenèse des descendants du RC2
Le tableau 3 représente les rendements obtenus pour la réponse
androgénétique des descendants du RC2. Concernant le rendement
en embryons, l'étude statistique montre une différence significative
entre les divers croisements. Le descendant RC 1V x Isly peut être
considéré comme le plus embryogène avec un rendement de
11,83 % et RCIN x Oum Rabiâa possède le taux le plus faible qui
est de 2,35 %. Pour la régénération chlorophyllienne, on remarque
que le nombre de croisements n'ayant pas régénéré des plantes
vertes a augmenté. Ainsi, en plus des trois croisements mentionnés
au RC I, trois autres à savoir: RCIN x Karim, RCIN x Massa et
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% Embryons % Plantes vertes % Plantes albinos
chlorophylliennes
RCl Verry's RCI Nesma RCl Verry's RCI Nesma RCI Verry's RCI Nesma
Cocorit 6,12 ab 11,62 b 8,00 2,63 Oa 2,63 a
Isly 11,83 c 5,49 ab 7,14 0 2,38 ab 9,52 a
Karim 4,58 ab 3,51 ab 6,25 0 12,50 b 21,42 a
Marzak 9,14 bc 4,78 ab 8,82 5.88 8,82 ab 17,64 a
Massa 7,45 abc 3,67 ab 7,69 0 Oa 15,38 a
O. Rabiaa 5,61 ab 2,35 a 0 0 4,76 ab 11,11 a
Sari! 4,15 a 3,97 ab 6,66 6,25 6,66 ab 12,50 a
Sebou 11,67 c 8,52 ab 9,09 5,88 Oa 2,94 a
Tensift 5,97 ab 4,67 ab 4,16 0 4,16 ab 11,76 a
Les moyennes suivies des différentes lettres sont significativement différentes au seuil de p = 0,05.
1Tableau 3
Réponse androgénétique des descendants du rétrocroisement 2 (RC2).
RC IN X Tensift ont également répondu négativement. Les taux de
régénération maximum 9,09 % et minimum 2,63 % ont été obtenus
respectivement chez les descendants RC I V x Sebou et RC IN x
Cocont. D'autre part, la régénération de plantes albinos a été obser-
vée pour tous les croisements à l'exception de RCJV x Cocorit,
RCIV x Massa et RCIV x Sebou. L'étude statistique montre qu'il
existe une différence significative uniquement entre les descendants
de Verry's, en revanche ceux de Nesma présentent une certaine
homogénéité dans la réponse à la régénération de plantes albinos.
Androgenèse des descendants du ReJ
L'analyse statistique des données du tableau 4 a révélé une diffé-
rence significative uniquement pour les rendements en embryons.
Les descendants RC2V x Marzak et RC2N x Oum Rabiâa présentent
respectivement le taux le plus élevé (8,80 %) et le plus faible
(1,06 %). Concernant la régénération chlorophyllienne, le nombre
de réponses négatives a encore augmenté. En effet, sur 18 croise-
ments réalisés, seuls 7 ont permis l'obtention de plantes chloro-
phylliennes. Ainsi, en fonction du nombre d'embryons induits, le
croisement RC2V x Sebou présente le meiUeur taux de régénéra-
tions vertes avec 6,89 % alors que RC2V x Marzak montre le ren-
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% Embryons % Plantes vertes % Plantes albinos
chlorophylliennes
RC2 Verry's RC2 Nesma RC2 Verry's RC2 Nesma RC2 Verry's RC2 Nesma
Cocorit 5,77 bc 3,61 abc 5,26 0 15,78 a 7,14 a
Isly 5,27 abc 1,87 ab 5,26 0 5,26 a 14,28 a
Karim 2,47 a 2,17 abc 0 0 22,22 a 25,00 a
Marzak 8,80 c 6,42 c 3,22 4,34 9,67 a 8,69 a
Massa 5,01 abc 1,63 a 5,55 0 22,22 a 33,33 a
O. Rabiaa 3,26 ab 1,06 a 0 0 25,00 a 25,00 a
Sarit 3,44 ab 2,75 abc 0 0 15,38 a 9,09 a
Sebou 7,10 bc 4,61 bc 6,89 5,88 10,34 a 5,88 a
Tensift 3,73 ab 2,94 abc 0 0 18,75 a 16,66 a
Les moyennes suivies des différentes lettres sonl significativement différentes au seuil de p = 0,05.
1Tableau 4
Réponse androgénétique des descendants du rétrocroisement 3 (RC3).
dement le plus bas avec 3,22 %. Enfin, contrairement aux rétrocroi-
sements RC 1 et RC2, tous les descendants ont régénéré des plantes
albinos. Le taux le plus imporumt est obtenu pour RC2N x Massa
avec 33,33 % alors que RC2V x Isly a montré le rendement Je plus
bas qui est de 5,26 %.
Effet du génotype femelle
La figure 1 représente les rendements de la réponse androgénétique
en fonction des génotypes des parents femelles pour les trois rétro-
croisements effectués et pour tous les génotypes de blé confondus.
D'après les résultats de l'étude statistique, on observe qu'à l'excep-
tion du RC] qui présente une différence significative entre les deux
parents femelles Verry's et Nesma pour leur capacité embryogène,
Verry's possédant le meilleur rendement (l0,4 %), les deux autres
rétrocroisements RC2 et RC3 ne montrent aucune différence pour ce
paramètre. Par ailleurs, en ce qui concerne la capacité de régénéra-
tion chlorophyllienne, l'étude statistique révèle une différence
significative entre les deux parents femelles avec une nette supério-
rité du génotype Verry's par rapport à Nesma et ceci pour les trois
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1Figure 1
Rendements androgénétiques des trois rétrocroisements
en fonction du génotype des parents femelles.
(toutes variétés de blé confondues).
rétrocroisements RC l , RC2 et RC). Enfin, pour la régénération en
plantes albinos, à l'exception du rétrocroisement RC2, où le taux de
régénération avec le parent Nesma est significativement plus élevé
qu'avec Verry's, les autres rétrocroisements RC l et RC2 ne mon-
trent aucune différence significative.
Comparaison des rendements
androgénétiques des trois rétrocroisements
D'après la représentation des figures 2 et 3, on remarque que le
pourcentage d'embryons diminue sensiblement du RC I au RC). En
effet, l'étude statistique montre une différence significative entre les
trois rétrocroisements issus de la descendance du parent femelle
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Comparaison de la réponse androgénélique
des trois rétrocroisements issus de la F1 : Nesma x blé dur.
Verry's, cependant en ce qui concerne le parent Nesma, seule le RC)
diffère par rapport aux autres rétrocroisements RC) et RC2.
Toutefois, on remarque dans les deux cas que le rendement en
embryons du RC I est deux fois plus important que celui du RC)
variant de 4,9 % à 10,4 % avec Verry's et de 2,9 % à 6,5 % avec
Nesma. Concernant la production de plantes chlorophylliennes, on
observe aussi une diminution régulière du rendement du RC J au
RC). Cette variation est assez nette car le pourcentage de plantes
vertes obtenu chez le RC) est deux fois et demi à trois fois plus
élevé que chez le RC3, passant de 3,6 % à 10,4 % avec Verry's et de
S. CHERKAOUI et al. - Amélioration de la régénération chlorophyllienne chez le blé dur
1,9 % à 4,8 % avec Nesma. Quant à la régénération de plantes albi-
nos, contrairement aux facteurs précédents, il y a une augmentation
du rendement du RC 1 au RC). Dans ce cas, le pourcentage de
plantes albinos régénérées au RC) est trois à quatre fois plus impor-
tant qu'au RC,.
1Discussion
L'étude cytogénétique a montré que le nombre chromosomique des
hybrides de la FI ainsi que la marge de variation des rétrocroise-
ments RC l' RC2 et RC) sont en parti conformes à la théorie. Ainsi,
toutes les cellules analysées à la F, possèdent 35 chromosomes à
savoir la moitié des chromosomes de chacun des deux parents
inclus dans le croisement. De plus, concernant la variation du
nombre chromosomique, elle se situe entre 28 et 34 chromosomes
pour les rétrocroisements RC I et RC) et entre 28 et 32 chromo-
somes pour le RC2. On remarque que les cellules à 35 chromosomes
qui théoriquement devraient être inclues dans la marge de variation
des RC l' RC2 et RC) n'ont pas été observées. Cette variation dans
le nombre chromosomique a déjà été observée par Fedal< (1980),
Islam et al. (1981), Finch et Bennett (l982) après plusieurs généra-
tions de croisements entre le blé et l'orge. Celle-ci peut s'expliquer
par une distribution aléatoire des chromosomes du génome D au
cours des divisions méiotiques (Mujeeb-Kazi et al., 1978). En effet,
l'analyse du taux de variation du nombre chromosomique des des-
cendants des trois rétrocroisements a révélé soit l'absence des chro-
mosomes du génome « D » dans le cas où 2 n =28, soit la présence
de 1 à 6 chromosomes appartenant à ce même génome dans le cas
où 2 n = 29 jusqu'à 2 n = 34 chromosomes. Par comparaison au
RC l' les rétrocroisements RC2 et RC) montrent une baisse de la fré-
quence et parfois même une absence des cellules ayant un nombre
supérieur à 31 chromosomes et au contraire une augmentation des
cellules à 28 et 29 chromosomes. Par exemple, on remarque que la
proportion des cellules à 28 chromosomes a sensiblement augmenté
du RC 1 au RC) en passant respectivement de 4,76 % à 38,23 %. Ces
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constatations ne peuvent s'expliquer que par la « dilution» du nom-
bre de chromosomes du génome « D » voire même l'absence de ce
génome au cours des rétrocroisements, ce qui va permettre aux cel-
lules de stabiliser leur nombre de chromosomes à 2 n = 28.
Par ailleurs, à la lumière de nos observations sur l'aptitude andro-
génétique, on peut souligner l'importance du génotype des descen-
dants. En effet, chaque plante-mère représente un génotype
différent par son nombre chromosomique, et sa capacité androgé-
nétique. Cette influence du génotype dans l'androgenèse a déjà été
mise en évidence par différents auteurs (Lazar el al., 1984 ; Ghaemi
et al., 1993 ; Saïdi et al., 1997). Toutefois, pour l'ensemble des croi-
sements, ce rendement généralement assez faible et en particulier
celui des plantes vertes est probablement en relation avec la nature
du matériel végétal utilisé. Des études antérieures réalisées sur l'an-
drogenèse des génotypes parents ont montré que le pourcentage de
régénération chlorophyllienne est quasiment nul pour ces mêmes
variétés de blé dur utilisées (Chlyah et Saïdi, 1991), alors qu'il
atteint 23 % pour la variété de blé tendre Verry's (El Haddouri el al.,
1993). Ainsi, d'après ces données, on pourrait expliquer l'obtention
de régénérations chlorophylliennes après croisements interspéci-
fiques blé tendre x blé dur par un effet positif du cytoplasme blé
tendre. En effet, Day et Ellis (1984) ont montré que la régénération
albinos chez le blé tendre et l'orge est due à une délétion dans
l'ADN chloroplastique. Toutefois une action nucléaire et éventuel-
lement une interaction nucléo-cytoplasmique ne sont pas exclues
(Sarrafi el al., 1994). De plus, Tuvesson et al. (1989) ont rapporté
que l'expression des gènes chloroplastiques est sous le contrôle des
gènes nucléaires pendant le développement des plastes. Enfin,
GhaeITÙ et Sarrafi (1994) ont ITÙS en évidence l'importance du
génome « D » dans l'amélioration de la réponse androgénétique et
en particulier de la régénération chlorophyllienne chez des géno-
types de blé tétraploïde après addition du génome « D ».
D'autre part, la comparaison entre les deux parents femelles Verry's
et Nesma, impliqués dans les croisements avec les différents géno-
types de blé dur, montre une supériorité du génotype Verry's, parti-
culièrement pour le rendement en embryons et la capacité de
régénération chlorophyllienne. Ce résultat, considéré comme posi-
tif, peut s'expliquer par la présence chez la variété Verry's de la
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translocation !BUI RS. En effet, Henry et de Buyser (1985) ont
montré que les génotypes qui portent cette translocation présentent
une bonne aptitude à l'androgenèse et surtout une meilleure capacité
de régénération chlorophyllienne. Ceci a été confirmé plus tard par
d'autres chercheurs tels que: Agache et al. (1989), Foroughi-Wehr
et Zeller (1990), Cattaneo et al. (1991). D'après Picard et al. (1994)
d'autres translocations impliquant d'autres chromosomes de seigle,
tel que le chromosome 4R, améliorent significativement le rende-
ment en androgenèse. Ceci a été observé par Lazar et al. (1987) chez
une lignée d'addition de blé tendre « Chinese spring »/Seigle.
Enfin, d'après la comparaison de la réponse androgénétique des
trois rétrocroisements, on remarque que le rendement androgéné-
tique le plus élevé est obtenu pour le RC l, suivi du RC2 puis du
RC3. Cette perte de l'aptitude à la régénération chlorophyllienne
pourrait en partie s'expliquer par les résultats de l'analyse cytogé-
nétique. Celle-ci a montré au cours des rétrocroisements une aug-
mentation très marquée des cellules à 28 chromosomes, cellules
ayant un nombre chromosomique équivalent à celui du blé dur, avec
absence du génome « D ». Ceci laisse supposer que le génome « D »
joue un rôle important dans l'amélioration de la réponse androgé-
nétique et confirme donc l'hypothèse émise par Ghaemi et Sarrafi
(1993) sur l'action positive de ce génome« D» après étude de l'an-
drogenèse des descendants interspécifiques blé tendre x blé dur.
1Conclusion
Cette méthode d'hybridation interspécifique, suivie par la culture
d'anthères, a permis l'obtention de plantes chlorophylliennes. En
effet, à chaque génération, les plantes haploïdes-doublées chloro-
phylliennes obtenues après androgenèse et possédant un nombre
chromosomique 2 n = 28 pourraient être utilisées comme un maté-
riel de choix dans les programmes d'amélioration du blé dur.
Cependant, malgré ce résultat positif, il a été constaté qu'à mesure
que le nombre de rétrocroisements augmente le nombre de plantes
albinos devient de plus en plus important. Afin de surmonter ce pro-
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blème d'albinisme, d'autres méthodes de production de plantes
haploïdes ont été utilisées: la gynogenèse (Mdarhri-Alaoui et al.,
1998) et les croisements blé dur x maïs (Cherkaoui et al., 2000).
Cette méthode de croisement intergénérique blé dur x maïs reste la
plus rapide et la plus sûre car, d'une part, elle a permis la production
d'un grand nombre de plantes haploïdes en une seule génération et,
d'autre part, toutes les plantes régénérées sont chlorophylliennes.
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Cartographie
de locus de résistance
au nématode à kyste
chez la pomme de terre
B. CaromeP
D. Mugniéry2
V. Lefebvre1
D. Ellissèche3
F. Rousselle-Bourgeois1
Ilntroduction
Depuis leur détection en Allemagne en 1913. l'aire de répartition
des nématodes à kyste (Globodera pallida et G. roslochiensis) ne
cesse de s'étendre. Ce sont les parasites de la pomme de terre dont
la prolifération est la plus difficile à contrôler dans les conditions
européennes de culture. Les nématicides n'ont qu'une efficacité
partielle et sont très polluants. Certains sont interdits dans plusieurs
pays de l'Union européenne et les autres risquent de l'être dans
quelques années. La lutte génétique devient donc une priorité. Des
1 Inra, Génétique et amélioration des fruits el légumes, BP 94, 84143
Montfavet cedex, France.
2 Inra, UMR BiO 3P, BP 35327, 35653 Le Rheu cedex, France.
3 Inra, Keraiber, 29260 Ploudaniel, France.
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espèces apparentées à la pomme de terre cultivée (Solanum tubero-
sum) possèdent des niveaux de résistance très importants à ces para-
sites. Une résistance monogénique à G. rostochiensis, le gène Hl, est
utilisée dans les schémas de sélection depuis près d'un demi-siècle.
Chez la plupart des espèces apparentées à S. tuberosum, la résis-
tance à G. pallida est sous le contrôle de plusieurs gènes. La sélec-
tion phénotypique, très lourde à mettre en œuvre, ne permet pas de
conserver tous ces gènes au cours du processus de sélection. C'est
pourquoi nous avons décidé d'entreprendre une cartographie des
facteurs génétiques impliqués dans la résistance à G. pallida, à
l'aide de marqueurs moléculaires. La sélection pourra ensuite être
effectuée en se basant sur l'information apportée par les marqueurs
génétiques liés à chaque facteur.
Bien que l'espèce cultivée en Europe (S. tuberosum) soit tétraploïde,
il est possible de réaliser un programme de sélection au niveau
diploïde. Cette approche permet d'utiliser la variabilité génétique
présente dans les espèces diploïdes apparentées à S. tuberosum, et
de faciliter les analyses génétiques.
Matériel et méthodes
Matériel végétal
Cette étude a été réalisée à partir d'une descendance diploïde de
pomme de terre, appellée 96D32. Le parent femelle est un clone
dihaploïde de S. tuberosum, nommé Rosa Hl. Ce clone, sensible au
nématode à kyste, a été obtenu par parthénogenèse in situ à partir de
la variété tétraploïde Rosa. Le parent utilisé comme mâle est un
clone de l'espèce sauvage S. spegazzinii résistant à G. pallida
(Rousselle-Bourgeois et Mugniéry, 1995). Il a été sélectionné dans
la famille PI 208876 de la collection de Sturgeon Bay (USA).
li a été nommé SPG 334.19. Les cartes génétiques ont été réalisées
sur 122 génotypes de la descendance et les analyses QTL sur 117
d'entre eux.
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Tests de résistance à Globodera pallida
Le test de résistance à G. pallida a été réalisé sur 4 plantes (4 répé-
titions) de chaque génotype de la descendance 96032 avec des
kystes de la population Chavornay. Cette population de nématodes
très agressive sert de référence lors de l'inscription des nouvelles
variétés de pomme de terre aux catalogues français et européen.
Les tubercules sont plantés individuellement dans un pot contenant
400 grammes d'un mélange de terreau et de terre franche, auxquels
sont ajoutés 10 kystes de G. pallida. Ce nombre de kystes est suffi-
sant pour obtenir, après éclosion, une pression d'inoculum de
l'ordre de 5 à 10 larves de nématode par gramme de sol.
Les plantes sont mises en culture en serre. Un cycle complet de cul-
ture est effectué afin de laisser le temps aux nématodes de se déve-
lopper et de s'enkyster. Au bout de quatre mois de culture, le
contenu de chaque pot est lavé et tamisé afin de permettre le comp-
tage des kystes néoformés.
Analyses moléculaires
Les protocoles suivis pour les extractions d'ADN et pour la mise en
œuvre de la technique RFLP ont été décrits par Lefebvre et al. (1993).
Les sondes RFLP ayant comme préfixe CD, CT, et TG ont été décri-
tes par Tanksley et al. (1992). Ce sont des sondes d'ADN de tomate
qui ont été choisies en fonction de leur répartition régulière sur le
génome de cette espèce. Il est possible d'utiliser la carte de réfé-
rence de la tomate pour choisir des sondes bien réparties sur le
génome de la pomme de terre, car la synténie est bien conservée
entre les génomes de ces deux espèces (Tanksley et al., 1992). La
sonde GP021 est une sonde d'ADN génomique de pomme de terre
(Gebhardt et al., 1989).
La sonde RFLP appelée homRx correspond à un fragment d'ADN
du parent SPG 334.19 amplifié avec les amorces 77L décrites par
Kanyuka et al. (1999). Les amorces 77L amplifient une portion du
gène là, qui confère la résistance au virus X de la pomme de terre
et qui est localisé sur le chromosome XII (Bendahmane et al., 1999).
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Les analyses AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
ont été adaptées à partir de la publication de Vos et al. (1995). Le
protocole suivi était identique à celui décrit par les auteurs, à part
dans le choix de l'enzyme de restriction reconnaissant un site cou-
pure à 6 paires de bases. Nous avons utilisé l'enzyme de restriction
Sac 1 à la place de Eco RI. Les adaptateurs et les amorces ont été
modifiées, dans leurs parties complémentaires au site de restriction,
afin d'être utilisables sur des fragments de restriction générés par
Sac 1. Leur séquence est décrite dans le tableau l, Trois combinai-
sons d'amorces ont été utilisées ; il s'agit des combinaisons
C33M47 (Sac 1+ AAG/Mse 1+ CAA), C43M47 (Sac 1+ ATAIMse 1
+ CAA), et C43M62 (Sac 1 + ATA/Mse 1 + CTT).
adaptateur Sac 1 5' - CTCGTAGACTGCGTACAAGCT - 3'
3' - CATCTGACGCATGT - 5'
adaptateur Mse 1 5' - GACGATGAGTCCTGAG - 3'
3' - TACTCAGGACTCAT -5'
amorce M02 (préamplification) 5' - GATGAGTCCTGAGTAAC -3'
amorce M47 5' - GATGAGTCCTGAGTAACAA - 3'
amorce M62 5' - GATGAGTCCTGAGTAACTT . 3'
amorce COI (préamplification) 5' - GACTGCGTACAAGCTCA - 3'
amorce C33 5' - GACTGCGTACAAGCTCAAG ·3'
amorce C43 5' - GACTGCGTACAAGCTCATA ·3'
1 Tableau 1
Séquence des adaptateurs et des amorces utilisés
pour les analyses AFLP.
Les bases sélectives des amorces sont en gras. Les noms des amorces
complémentaires du site Mse 1 commencent par un M et les noms
des amorces complémentaires du site Sac 1commencent par un C.
Analyses statistiques
Construction des cartes génétiques
Seuls les marqueurs présentant une ségrégation de type 1: 1 ont été
pris en compte. Un test de X2 a permis de mettre en évidence les dis-
torsions de ségrégation.
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La construction des cartes génétiques a été faite séparément pour
chacun des deux parents en utilisant la stratégie de « double pseudo
test-cross» (Grattapaglia et Sederoff, 1994). Ces cartes ont été réa-
lisées grâce au logiciel MapmakerlEXP V3.0 (Lincoln et al., 1992).
Les groupes de liaisons ont été construits (conunande « group»)
avec un LOD score minimal de 5 et une fraction maximale de recom-
binaison de 0,3 (Lefebvre et al., 1995). Pour les groupes comportant
des marqueurs ayant une ségrégation très biaisée (p < O,OOl), la
même conunande a été exécutée une nouvelle fois avec un LOD
score de 10 afin de s'assurer de la fiabilité de la liaison.
Les marqueurs de chaque groupe ont ensuite été ordonnés grâce à
des analyses multipoints (commande « compare ») donnant les or-
dres les plus probables. Un ordre a été préféré à un autre lorsqu'il
était 100 fois plus probable.
La synténie étant bien conservée entre les génomes de la tomate et
de la ponune de terre, nous avons pu comparer les groupes ordon-
nés obtenus à ceux des cartes génétiques de la tomate et de la
pomme de terre publiées par Tanksley et al. (1992). Les marqueurs
conununs à nos cartes et à celles publiées par Tanksley nous ont
permis d'assigner les groupes de liaisons aux chromosomes.
Les taux de recombinaison ont été convertis en distances génétiques
par la transformation de Kosambi.
Détection des aTL
Les QTL ont été détectés par « Composite Interval Mapping » (ou
CIM ; Zeng, 1993 et 1994) avec le logiciel QTL Cartographer
(Basten et al, 1997). Cette méthode combine les approches de
régression multiple et de cartographie d'intervalle. Les trois mar-
queurs les plus explicatifs, détectés par la régression multiple
«( Forward-Backward stepwize »), ont été utilisés comme cofac-
teurs lors de l'analyse par CIM, avec une fenêtre de 20 cM autour
de ces marqueurs.
L'intervalle de confiance sur la position des QTL a été estimé à par-
tir de la courbe de LOD du QTL. II a été défini conune la portion
du chromosome correspondant à une diminution de LOD de 2 uni-
tés par rapport au pic de la courbe.
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1Résultats
Cartographie génétique
Pour la construction des cartes génétiques, les 122 individus de la
population 96D32 ont été analysés avec 76 sondes RFLP et 3 com-
binaisons d'amorces AFLP. Ces trois combinaisons d'amorces AFLP
ont généré 99 marqueurs présents chez l'un ou l'autre des 2 parents.
Carte génétique de Rosa Hl
La carte de Rosa HI comprend 65 locus RFLP et 70 marqueurs
AFLP (135 marqueurs au total). Elle est composée de 16 groupes de
liaisons et couvre 594 cM. Le marqueur RFLP CD005, localisé sur
le chromosome X de la carte de la tomate et de celle de SPG 334.19,
est resté non lié sur la carte de Rosa HI.
Les chromosomes 1, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, et XI, sont consti-
tués chacun d'un seul groupe de liaisons. Les chromosomes II, Tf1,
et XII, sont constitués chacun de deux groupes de liaisons qui n'ont
pu être liés. Un groupe de liaisons de 46 cM n'a pu être assigné à
aucun chromosome. Le taux de couverture du génome de Rosa HI
est estimé à 60 %.
Carte génétique de SPG 334.19
La carte de SPG 334.19 comporte 85 marqueurs (57 RFLP et 28
AFLP). Elle est composée de 12 groupes de liaisons et couvre 596 cM;
les 12 groupes de liaisons ont été assignés aux 12 chromosomes de la
pomme de terre. Un marqueur AFLP, C33M47_40, est resté non lié. Le
taux de couverture du génome de SPG 334.19 est estimé à 80 %.
Détection des QTL
La recherche de QTL de résistance à G. pallida a été effectuée indé-
pendamment sur la carte de chacun des deux parents. Aucun QTL
n'a été détecté sur la carte du parent sensible, Rosa HI.
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Trois QTL ont été localisés sur la carte du parent résistant
SPG 334.19. Ils sont situés sur les chromosomes V, VI, et XlI. Leur
localisation, leur probabilité (LOD score), leur effet (R2), et leur
intervalle de confiance sont résumés dans le tableau 2. Leur position
sur le chromosome est représentée sur la figure 1.
Chromosome QTL localisé LOD score R2 intervalle
entre les marqueurs de confiance
Chromosome V GP021-TG569 23,0 60% 6cM
Chromosome VI TG365-TG851 5,3 24% 25 cM
Chromosome XII HomRx - CT080_B 5,4 20% 39 cM
LOD score =10g1O (probabilité présence d'un QTUprobabilité absence d'un QTL)
A2 =part de la résistance expliquée par le QTL
1Tableau 2
QTL détectés par Composite Interval Mapping
sur la carte génétique de SPG 334.19
Le QTL situé sur le chromosome V a été nommé GpaMJ. 11 explique
à lui seul plus de la moitié de la variation du caractère. li est situé
dans un intervalle de 6 cM, entre les marqueurs GP021 et TG569.
Les QTL détectés sur les chromosomes VI (GpaM2) et XIl (GpaM3)
expliquent une part plus faible de la résistance (24 % et 20 % res-
pectivement). L'intervalle de confiance autour de GpaM2 est de 25
cM. Celui autour de GpaM3 est de 39 cM. Cependant, GpaM3 a été
détecté dans une zone du génome qui présente de fortes distorsions
de ségrégation (79 individus d'une classe génotypique pour 40 indi-
vidus de l'autre classe au marqueur le plus biaisé).
1Discussion
Les gènes (gènes majeurs ou QTL) de résistance aux maladies et
parasites ne se répartissent pas au hasard sur le génome des
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1 Figure 1
OTL de résistance à G. pal/ida :
effet et localisation sur les chromosomes.
Les OTL sont représentés par les ellipses.
Les noms des marqueurs sont à droite des chromosomes,
les distances génétiques (en cM Kosambi) sont à gauche.
Les' indiquent les marqueurs biaisés (" => p < 0,01 ; ... => p < 0,001).
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Solanacées, mais semblent se concentrer particulièrement dans cer-
taines régions génomiques appelées « points chauds» ou « clusters »
de gènes de résistance (Leister et al., 1996 ; Grube, 1999). Ces gènes
peuvent avoir été cartographiés dans des populations en ségrégation
différentes, voire dans des espèces différentes. L'utilisation de mar-
queurs moléculaires communs permet cependant de comparer la
localisation des gènes détectés.
GpaM2 sur le chromosome VI
Le QTL GpaM2 a été localisé sur le bras long du chromosome VI
de SPG 334.19. Il explique 24 % de la résistance et son intervalle
de confiance couvre les deux tiers du bras chromosomique (plus de
20 cM). La taille importante de cet intervalle est en partie due au
fait que les 2 marqueurs qui le bordent sont éloignés de 28 cM.
Aucun autre gène de résistance aux nématodes à kyste n'a précé-
demment été localisé dans cette région chromosomique. Leonards-
Schippers et al. (1994), Collins et al. (1999), et Oberhagemann et al.
(1999), y ont détecté des QTL de résistance à l'agent du mildiou,
Phytophthora infestans. Cependant, l'imprécision sur la localisation
des QTL, et le faible nombre de marqueurs communs entre ces
études et la notre, permettent uniquement de conclure que GpaM2
est sur le même bras chromosomique que les QTL de résistance à
P. infestans. Le gène Mi-f de la tomate, qui confère une résistance
au nématode à galles (Meloidogyne sp), a été cartographié sur
l'autre bras du chromosome VI (Messeguer et al., 1991).
GpaM3 sur le chromosome XII
Le QTL détecté sur le bras court du chromosome XII (GpaM3)
explique 20 % de la résistance à G. pallida. Malheureusement, cette
zone du génome de SPG 334:19 présente d'importants biais de
ségrégation et il est impossible de déterminer avec précision la posi-
tion du QTL.
Les gènes de résistance aux nématodes cartographiés sur le chro-
mosome XII de la pomme de terre ou à des positions homologues
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sur les génomes de la tomate ou du piment, sont présentés sur la
figure 2. Bien que les réarrangements chromosomiques entre le
génome du piment d'Une part et les génomes de la tomate et de la
pomme de terre d'autre part soient nombreux, il est possible de
comparer les cartes génétiques de ces trois espèces grâce à un jeu de
marqueurs communs (Livingstone et al., 1999).
Mi3
CT099
GP034 \ TG180\ 1 1= CT135Rx \ 1
"\ CT079, CT135
' Me3homRx ---- Gpa2 \'('l'
"XCT079
---- " PimentCT079 1 \
1 \
1 \
TG180
----
TG180 _ ..1 \ CT099
GpaM3 TG618
TG618 TG618
COO64_B C0064 B COO64_B
~ SPG 334.19 ~__S_H__~)y
Tomate
Pomme de terre
1 Figure 2
Localisation des gènes et QTL de résistance aux nématodes
sur le chromosome XII de la pomme de terre, ou en position
homologue sur le génome d'autres Solanacées.
Les gènes et le QTL GpaM3 (ellipse grise), conférant la résistance
aux nématodes, sont notés en gras. Les traits pointillés joignent
les marqueurs communs entre les génomes des différentes
espèces de Solanacées dans la région génomique où ont été
localisés les gènes de résistance aux nématodes.
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Chez la pomme de terre, Rouppe van der Voort et al. (1997) ont car-
tographié un gène majeur (Gpa2) de résistance à G. pallida, sur le
bras court du chromosome XlI d'un clone de S. tuberosum appelé
SH. Un gène, nommé Mi-3, conférant la résistance aux nématodes à
galles du genre Meloidogyne a aussi été cartographié sur ce bras
chromosomique chez une espèce sauvage de tomate (Yaghoobi et al.,
1995). Enftn, un gène de piment nommé Me-3, conférant lui aussi la
résistance aux nématodes à galles, est lié à un marqueur RFLP, car-
tographié également sur le bras court du chromosome ]2 de la
tomate (Lefebvre et Caporalino, résultats non publiés). Bien que tous
ces gènes de résistance soient dispersés dans un intervalle de plu-
sieurs dizaines de cM, cette région chromosomique semble donc par-
ticulièrement impliquée dans la résistance aux nématodes chez les
trois espèces de Solanacées.
GpaM1 sur le chromosome V
Le QTL (GpaMl) détecté sur le bras court du chromosome V de
SPG 334.19, explique plus de la moitié de la résistance à G. pallida
(R2 =60 % ; LOD score =23). Les génotypes possédant ce QTL ont
développé moins de vingt et un kystes par plante dans nos condi-
tions de test.
Localisation des facteurs de résistances
aux nématodes sur le chromosome V
Quatre autres gènes ou QTL de résistance aux nématodes à kyste
ont également été cartographiés sur le chromosome V chez la
pomme de terre. Deux gènes majeurs de résistance à G. rosto-
chiensis, nommés Hl (Gebhardt et al., 1993 ; Pineda et al., 1993)
et GroV1 (Jacobs et al., 1996) ont été détectés sur le bras long.
Un QTL de résistance à G. pallida, nommé Gpa (Kreike et al.,
1994), et un QTL conférant la résistance à G. pallida et G. rosto-
chiensis, nommé Grpl (Rouppe van der Voort et al., 1998) ont été
localisés sur le bras court. Ces 2 QTL ont également un fort effet
sur la résistance et leur intervalle de confiance recouvre celui de
GpaM1 (fig. 3).
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1 Figure 3
Localisation des gènes de résistance
sur le chromosome V de la pomme de terre.
Les gènes et QTL de résistance sont notés en gras.
Deux des locus impliqués dans la résistance aux nématodes à kyste
(Gpa et Grpl) semblent être composés de plusieurs gènes liés.
Kreike et al. (1994) ont montré que Gpa était actif contre deux
pathotypes de G. pallida (Pa2 et Pa3). Cependant, ils ont trouvé
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4 plantes dans leur population, qui ne présentaient de résistance que
pour l'un ou l'autre des pathotypes ; ce résultat semble indiquer que
Gpa est un QTL composé de deux gènes distincts, chacun étant spé-
cifique d'un pathotype. Grpl confère une résistance aux pathotypes
Pa2 et Pa3 de G. pallida et à un pathotype de G. rostochiensis
(RoS). Toutefois, Rouppe van der Voort et al. (1998) estiment que
la résistance à chaque espèce de nématode (G. pallida et G. roslO-
chiensis) est due à deux locus différents. En effet, les clones ances-
traux du parent résistant possédaient la résistance soit à l'une, soit à
l'autre espèce. Contrairement à ce que nous avons constaté sur le
chromosome XIl, aucun gène de piment ou de tomate, conférant la
résistance à une espèce de nématode, n'a été localisé à proximité de
marqueurs cartographiés sur le chromosome V.
Similitudes entre Gpa et GpaM1
Les QTL Gpa (Kreike et al., 1994) et GpaM1 sont tous les deux ori-
ginaires de clones appartenant à l'espèce sauvage Solanum spegaz-
zinii. La part de la résistance à G. pallida, expliquée par ces deux
QTL, est similaire. Il y a donc de fortes probabilités pour que Gpa
et GpaM1, localisés tous les deux dans la même zone du chromo-
some V, soient identiques. L'étude des mécanismes et des spectres
d'action de GpaMl, et le développement en parallèle d'études simi-
laires sur des clones possédant Gpa, pourra apporter des éléments
en faveur (ou en défaveur) de l'hypothèse selon laquelle les deux
QTL seraient identiques.
Localisation de GpaM1 dans un cc point chaud»
de gènes de résistance
Des gènes et des QTL de résistance à d'autres parasites ont égaie-
ment été cartographiés sur le bras court du chromosome V de la
pomme de terre, dans la région génomique couverte par l'intervalle
de confiance de GpaM1. Ce « point chaud» est actuellement celui
où le plus grand nombre de gènes et de QTL de résistance à diffé-
rents parasites ont été positionnés chez la pomme de terre (fig. 3) :
des gènes de résistance au virus X de la pomme de terre (PVX)
nommés Rx-2 et Nb (Ritter et al., 1991 ; De Jong et al., 1997), des
QTL de résistance à l'agent du mildiou Phytophthora infestans
(Leonards-Schippers et al., 1994 ; Collins et al., 1999 ;
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Oberhagemann et aL., 1999), et le gène Ri, qui confere une résis-
tance race spécifique à P. infestans (Leonards-Schippers et al.,
1992). Ce point chaud est donc composé de QTL impliqués dans la
résistance aux 2 espèces de nématodes à kyste de la pomme de terre,
de facteurs génétiques gouvernant des résistances qualitative (Ri)
ou quantitatives à un champignon, et de 2 gènes majeurs contrôlant
des mécanismes de résistance différents au virus X.
1Conclusion
Une résistance complexe à Globodera pallida a été décomposée en
facteurs génétiques simples à hérédité mendélienne (QTL). Trois
QTL ont été détectés. Deux d'entre eux (GpaMl et GpaM3) sont
localisés dans des régions chromosomiques fortement impliquées
dans la résistance aux nématodes, soit chez la pomme de terre uni-
quement (GpaMi), soit chez trois espècés de Solanacées (GpaM3).
Le troisième QTL (GpaM2) a été cartographié dans une région
génomique où aucun gène de résistance aux nématodes n'avait été
localisé précédemment.
Les marqueurs AFLP et RFLP situés aux bornes des QTL sont en
cours de conversion en marqueurs PCR locus spécifiques plus faci-
lement utilisables pour tester un grand nombre d'individus. Ces
marqueurs seront utilisés en sélection pour suivre l'introgression
des 3 QTL dans un fonds génétique tuberosum, en particulier après
le retour au niveau tétraploïde.
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Diversité génétique
de l'agent des taches
anguleuses du haricot commun
Analyse au sein d'isolats d'Afrique centrale
J.-P. Busogoro1
M. H. Jljaklï1
P. Lepoivre1
1Introduction
La maladie des taches anguleuses du haricot commun, provoquée
par Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) ferr., un champignon imparfait
(Deutéromycète) anciennement désigné sous le nom de lsariopsis
griseola Sacco (Deighton, 1990), est très répandue dans les zones
tropicales où se cultive le haricot commun (Guzman et al., 1995).
Dans la région des Grands Lacs d'Afrique où le haricot commun est
largement cultivé, la maladie des taches anguleuses constitue une
des principales limitations pour la production de cette plante. On
peut citer en exemple le cas du Burundi où des enquêtes phytosani-
taires réalisées en milieu rural ont montré que la maladie des taches
anguleuses est la plus dommageable dans les régions d'altitude
intermédiaire (1 400-1 700 m) (Perreaux et Mussche, 1993).
1 Faculté universitaire des Sciences agronomiques de Gembloux, unité
de Phytopathologie, 2, passage des Déportés, 5030 Gembloux, Belgique.
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Les baisses de rendement occasionnées par la maladie des taches
anguleuses chez Phaseolus vulgaris peuvent atteindre des propor-
tions élevées (40 à 80 %) (Cardona-Alvarez et Walker, 1956 ;
Schwartz et al., 1981 ; Correa et al., 1989). Selon les auteurs, les
différences d'importance des pertes observées peuvent être liées à
de nombreux facteurs qui touchent aux conditions climatiques, aux
époques de réalisation des expériences, aux cultivars de haricot uti-
lisés et aux souches du pathogène. Ces deux derniers paramètres
revêtent une importance capitale et se rapportent à la diversité géné-
tique de l'agent pathogène et de l'espèce végétale hôte.
Diverses études ont mis en évidence l'existence d'une diversité géné-
tique au sein de l'espèce P. griseola. À cet égard, des analyses basées
sur la pathogénicité des souches (Alvarez-Ayala et Schwartz, 1979 ;
Srivastava et a!., 1995; Aggarwal et al., 1996) ont révélé l'existence
de nombreuses races de ce pathogène. Par ailleurs, le polymorphisme
au sein de P. griseola a également été mis en évidence à l'aide des
analyses de profils isoenzymatiques (Boshoff et al., 1996) et molé-
culaires générés par RAPD (Guzman et a!., 1995 ; Chac6n et al.,
1997). Ces deux derniers types de caractérisation ont peITIÙs d'iden-
tifier clairement l'existence de deux groupes majeurs d'isolats au
sein de P. griseola en relation étroite avec les types de haricot com-
mun sur lesquels ils sont isolés (type andin et type mésoaméricain).
Parmi les différentes méthodes de lutte envisageables contre la
maladie des taches anguleuses, la résistance génétique représente la
stratégie la mieux adaptée pour les agricultures de subsistance des
pays en voie de développement. Bien que constituant la solution la
mieux appropriée aux agricultures des pays pauvres, la lutte par la
résistance variétale n'est pas dépourvue de limitations. En effet,
l'adaptation des populations parasitaires aux nouveaux gènes de
résistance est un problème majeur qui peut aboutir à l'écroulement
de ces derniers (Shaw et Peters, 1994). La lutte génétique exige
donc d'analyser la structure des populations parasitaires afin de
mettre en œuvre des stratégies de déploiement des variétés résis-
tantes pouvant assurer une plus grande durabilité de la résistance.
L'importance de la diversité de P. griseola dans la région des Grands
Lacs d'Afrique étant très peu connue, nous nous sommes fixés
comme objectif de réaliser une première analyse, à grande échelle,
au sein de souches collectées dans cette région afin de comprendre
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comment la gestion des gènes de résistance devrait être conduite en
vue d'une plus grande durabilité. Pour cela, nous avons mis en
œuvre la caractérisation en termes de pathotypes par inoculation sur
des génotypes de haricot commun et de son pool génique secondaire
(P. coccineus et P. polyanthus). La caractérisation moléculaire des
mêmes souches parasitaires à l'aide des profils RAPD a également
été réalisée. Enfin, nous avons comparé les relations entre isolats en
termes de profils de virulence et de profils moléculaires.
Matériel et méthodes
Isolats du pathogène
Une collection de 54 isolats monospores de P. griseola a été consti-
tuée à partir de feuilles de haricot présentant des symptômes de
taches anguleuses récoltées dans différentes zones géographiques
(tabJ. 1). Les isolats ont été cultivés sur milieu gélosé V8 (pour 1 litre
de milieu: 200 ml de V8, 3 g de CaC03 et 18 g d'agar) avant d'être
conservés en chambre froide (4 OC) ou d'être utilisés directement
pour les tests d'inoculation.
Génotypes végétaux
Une série de 29 génotypes végétaux comportant 17 variétés de
Phaseolus vulgaris, 6 introductions de Phaseolus coccineus et
6 introductions de Phaseolus polyanthus était disponible dès le
début de notre expérimentation. Ces génotypes ayant des origines
géographiques différentes (tabl. 2) ont été utilisés pour les tests
d'inoculation visant à analyser les profils de virulence des isolats de
P. griseola. À cet effet, les graines ont été semées en serre dans une
logette dont la température était de 25 oC avec une photopériode de
16 heures de lumière par jour. Au moment de l'inoculation, les
jeunes plantules se trouvaient au stade de développement V3 (ouver-
ture de la première feuille trifoliée et apparition de la deuxième).
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Numéro Isolat Pays d'origine Localité de collecte Date de collecte Institution ayant collecté
1 KGM1 Burundi Muhingira Janvier 1994 Isabu 1
2 KGM2 Burundi Muhingira Janvier 1994 Isabu
3 KGM3 Burundi Muhingira Janvier 1994 Isabu
4 KGM4 Burundi Muhingira Janvier 1994 Isabu
5 KGM5 Burundi Muhingira Janvier 1994 Isabu
6 KGM6 Burundi Muhingira Janvier 1994 Isabu
7 KGM7 Burundi Muhingira Janvier 1994 lsabu
8 KGM8 Burundi Muhingira Janvier 1994 Isabu
9 KGR1 Burundi Rubagabaga Janvier 1994 Isabu
10 KGR2 Burundi Rubagabaga Janvier 1994 Isabu
11 KGR3 Burundi Rubagabaga Janvier 1994 Isabu
12 KGR4 Burundi Rubagabaga Janvier 1994 Isabu
13 KGR5 Burundi Rubagabaga Janvier 1994 Isabu
14 KGR6 Burundi Rubagabaga Janvier 1994 Isabu
15 NMM1 Burundi Murama Janvier 1994 lsabu
16 NMM2 Burundi Murama Janvier 1994 Isabu
17 NMM3 Burundi Murama Janvier 1994 Isabu
18 KF1 Kenya Inconnu Avril 1994 Université de Nairobi
19 KF4 Kenya Inconnu Avril 1994 Université de Nairobi
20 KK1 Burundi Kabuye Juillet 1994 Isabu
21 KK2 Burundi Kabuye Juillet 1994 Isabu
22 KK3 Burundi Kabuye Juillet 1994 Isabu
23 KK4 Burundi Kabuye Juillet 1994 lsabu
24 KK5 Burundi Kabuye Juillet 1994 lsabu
25 KK6 Colombie Kabuye Juillet 1994 Isabu
26 RN1 Colombie Rio Negro Février 1994 Ciat2
27 RN2 Colombie Rio Negro Février 1994 Ciat
28 RN4 Colombie Rio Negro Février 1994 Ciat
29 RN8 Colombie Rio Negro Février 1994 Ciat
30 RN10 Brésil Rio Negro Février 1994 Ciat
31 BR1 Brésil Goias Décembre 1995 Embrapa3
32 BR2 Brésil Ceara Décembre 1995 Embrapa
33 BR3 Brésil Minas Gerais Décembre 1995 Embrapa
34 BR4 Brésil Espirito Santo Décembre 1995 Embrapa
35 BR5 Rwanda Pemambuco Décembre 1995 Embrapa
36 RDA1 Rwanda Inconnu Avril 1996 Université du Rwanda
37 RDA2 Rwanda Inconnu Avril 1996 Université du Rwanda
38 RDA3 Rwanda Inconnu Avril 1996 Université du Rwanda
39 RDA6 Rwanda Inconnu Avril 1996 Université du Rwanda
40 RDA7 Rwanda Inconnu Avril 1996 Université du Rwanda
41 BGA2 Burundi Gitega Avril 1996 Université du Burundi
42 BGA4 Burundi Gitega Avril 1996 Université du Burundi
43 BGA5 Burundi Gitega Avril 1996 Université du Burundi
44 ZA1 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
45 ZA2 zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
46 ZA3 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
47 ZA4 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
48 ZA5 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
49 ZA6 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
50 ZA7 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
51 ZA8 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
52 ZA9 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
53 ZA10 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
54 ZA11 Zaïre Inconnu Mai 1996 Université de Kinshasa
1 Isabu : Institut des sciences agronomiques du Burundi.
2 Ciat : Centro intemacional de agricullura tropical.
3 Embrapa : Empresa brasileira de pesquisa agropecuaria.
1 Tableau 1
Liste des isolats de Phaeoisariopsis griseota utilisés pour l'analyse
de la diversité génétique de ce pathogène du haricot commun.
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Génotype Espèce Origine
BAT76 P. vulgaris Isabu1
CALIMA P. vulgaris Isabu
AROANA P. vulgaris Isabu
A340 P. vulgaris Isabu
A345 P. vulgaris Isabu
A2B5 P. vulgaris lsabu
A410 P. vulgaris Isabu
A140 P. vulgaris Isabu
PRELUDE P. vulgaris Belgique
BAT1647 P. vulgaris Ciat2
SEAFARER P. vulgaris Ciat
CORNELL49242 P. vulgaris Ciat
MONTCALM P. vulgaris Ciat
A339 P. vulgaris Ciat
G5686 P. vulgaris Cial
BAT332 P. vulgaris Cial
POMPADOUR CHECA P. vulgaris Ciat
NI15 P. coccineus Rwanda
NI16 P. coccineus Rwanda
Nlll08 P. coccineus Mexico3
NI819 P. cocc;neus Mexico3
NI229 P. coccineus Zaïre
NI666 P. coccineus Puerto Rico
NI429 P. polyanlhus Costa Rica
NI519 P. polyanlhus Mexico
NI1208 P. polyanlhus Colombia
Nll0l0 P. polyanlhus Colombia
Nll0ll P. polyanthus Colombia
NI373 P. polyanlhus Venezuela
1Tableau 2
Liste des génotypes
de Phaseo/us vu/garis,
Phaseo/us coccineus
et Phaseo/us po/yanlhus
utilisés pour les tests d'inoculation
de l'agent des taches anguleuses.
, lsabu : Institut des sciences agronomiques du Burundi.
2 Ciat : Centra intemacional de agricultura tropical.
3 Génotypes sauvages.
Inoculation et évaluation des symptômes
Chaque isolat du pathogène a été préalablement multiplié sur milieu
V8 pendant une douzaine de jours à l'obscurité et sous une tempé-
rature de ± 20 oc. L'inoculum a ensuite été préparé par grattage de
la surface des colonies à l'aide d'une lame de scalpel dans de l'eau
distillée stérile. La suspension conidienne ainsi obtenue a été ajus-
tée à une concentration de 2 xl ()4 conidies/ml avant d'être pulvéri-
sée, sous une pression de 2,8 atmosphères sur les deux faces des
premières feui lies trifoliées des jeunes plantu les, jusqu'à saturation.
Les plantes inoculées ont été incubées pendant 4 jours dans une
enceinte où l'humidité relative était maintenue aux environs de
95 % avec une photopériode de 16 heures de lumière par jour. Après
cette période d'incubation, les plantes ont été maintenues en serre
jusqu'à l'évaluation des symptômes au 16e jour après inoculation.
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La sévérité des symptômes de taches anguleuses a été estimée à
l'aide de l'échelle d'intensité établie par le ClAT (Schoonhoven et
Pastor-Corrales, 1992) allant de 1 à 9, où chacun des niveaux
désigne une proportion de surface foliaire couverte par les lésions
nécrotiques. Le niveau 1 correspond à l'absence de symptômes
alors que le niveau 9 traduit la présence de lésions couvrant au
moins 25 % de la surface foliaire et des tissus généralement chloro-
tiques entraînant une importante défoliation prématurée.
Extraction d'ADN
Le mycélium destiné à l'extraction d'ADN a été produit en milieu
liquide (pour 1 litre: 10 de glucose, 5 g d'extrait de levure, 4 g de
KH2P04, 0,9 g de K2HP04, 1 g de NH4C1 et O,25g de MgS04.7H20
et le pH ajusté à 5,3) (Wostemeyer, 1985). Des pastilles mycéliennes
(1 cm de diamètre) prélevées à partir de colonies sur milieu gélosé
V8 ont été introduites dans 250-300 ml de milieu liquide. Ces cul-
tures ont été maintenues sur un agitateur rotatif horizontal (115 rpm)
pendant 12 jours à la température de ± 20 oc. Le mycél ium a ensuite
été récolté sur étamines et utilisé pour l'extraction d'ADN selon la
procédure de Doyle et Doyle (l990) légèrement modifiée pour
quelques adaptations. Ainsi, l'étape d'extraction à l'aide du chloro-
forme/alcool isoamylique (24 : 1) était faite deux fois successive-
ment pour chaque purification. L'autre adaptation concernait la
précipitation de l'ADN après digestion des ARN ribosomiques à
l'aide de la RNase A. Pour cela, la solution d'acides nucléiques était
mélangée avec 1/10 de volume d'acétate de sodium 3 M à pH 8 et
2 volumes d'éthanol pur préalablement refroidi. Ce mélange était
alors incubé à -70 oC pendant 1 heure avant d'être centrifugé à une
vitesse de 10.000 tours par minute pendant 10 minutes. Le culot ainsi
obtenu était rincé deux fois successivement à l'aide de l'éthanol
70 % avant d'être séché et dissout dans une solution de TE.
Amplification par RAPD
Les réactions RAPD ont été faites à l'aide de 5 amorces (OPK7 :
AGCGAGCAAG,OPK9: CCCfACCGAC, OPKIO: GTGCAACGTG,
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OPU7 : AGCCfGAGCC et OPU8 : ACCACCCACC) (Operon Tech-
nologies, USA) sur un thennocycleur Biometra (TRIO-Thenno-
block). Ces réactions ont été réalisées dans un volume final de 50 ~l
contenant 5 ~l de tampon PCR 10 fois concentré (Boehringer
Mannheim), 0,4 ~M d'amorce, 4 mM de MgCI2, 200 ~M de chaque
dNTP, 50 ng d'ADN et 1 unité de Taq polymérase (Boehringer
Mannheim). Les étapes d'amplification consistaient en une dénatura-
tion initiale de l'ADN pendant 3 mn à 94 oC suivie de 45 cycles de
1 mn à 94 oC, 1 mn à 35 oC et 2 mn à 72 oc. À la fin des 45 cycles,
une dernière élongation était réalisée à 72 oC pendant 10 mn. Les pro-
duits d'amplification ont été séparés par électrophorèse dans un gel
d'agarose 1,5 % et visualisés par coloration au bromure d'éthidium
sous un éclairage ultra-violet.
Analyse des données
Pour chaque combinaison « isolat pathogène-génotype végétal », la
moyenne des notes d'évaluation des symptômes a pennis de définir
3 niveaux de réaction que nous avons désignés par les chiffres 1,2 et 3
pour respectivement les réaction de résistance, résistance partielle et
sensibilité telles que définies par le Ciat. Ces données ont été encodées
dans une matrice à double entrée et utilisées pour une classification
numérique des différents isolats sous fonne d'un dendrogramme où les
distances entre isolats sont les proportions de génotypes végétaux
(en %) pour lesquels les types de réaction n'étaient pas identiques entre
les isolats considérés. La version 5 du logiciel Systat a été utilisée pour
établir cette classification tenant compte des 3 grandes catégories de
types de réaction relevées à la suite des tests d'inoculation.
Le relevé de chacune des bandes inventoriées dans les profils RAPD
a été réalisé à l'aide d'une matrice à double entrée dans laquelle
chaque isolat était considéré individuellement. La présence de toute
bande était désignée par 1 et l'absence par O. On a ainsi obtenu une
matrice binaire de type 0/1 qui a été soumise à l'analyse par classi-
fication numérique à l'aide de la version 5 du logiciel Systat. Le
dendrograrnme résultant de cette classification présentait les dis-
tances entre isolats exprimées en pourcentage de bandes non com-
munes entre les isolats considérés.
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Pour préciser la nature des relations entre isolats sur la base de leurs
profils moléculaires, nous avons déterminé les pourcentages de
similarité moléculaire entre isolats au sein et entre les sites de col-
lecte. Ce calcul se basait sur le pourcentage des bandes conununes
entre isolats. Seuls les isolats du Burundi dont les sites de collecte
étaient précisément connus ont été considérés pour cette analyse.
La relation entre les propriétés de virulence des isolats et leurs pro-
fils moléculaires a été évaluée à l'aide de calculs de corrélation. La
matrice des propriétés de virulence (avec les 3 catégories de réaction)
et la matrice des profils moléculaires (type 0/1) ont été combinées en
une matrice globale. Les corrélations entre les 2 types de variables
(virulence et moléculaire) ont été déterminées sur la base du coeffi-
cient de corrélation de Pearson calculé à l'aide du système SAS.
1Résultats
Propriétés de virulence
L'apparition des symptômes de taches anguleuses avait lieu dès le
lOe jour après inoculation et leur intensité atteignait le niveau maxi-
mal (cote 9 sur l'échelle du Ciat) 16 jours après inoculation pour les
combinaisons « isolat pathogène-génotype végétal» donnant lieu à
des réactions de sensibilité. Une grande diversité de pathogénicité a
pu être révélée au sein des isolats de P griseola sur base des réac-
tions qu'ils provoquaient sur les 29 génotypes végétaux. Les trois
types de réaction ont été observés sur certains génotypes végétaux
en fonction des isolats pathogènes inoculés. Par exemple, le géno-
type de haricot commun BAT76 s'est montré résistant à l'isolat
KGRI, partiellement résistant à l'isolat KGMI alors qu'il était sen-
sible à l'isolat KGM2. Sur les 54 isolats considérés lors de notre
analyse, on a pu différencier 53 profils de virulence différents sur la
base des types de réaction que chaque isolat provoquait sur les
29 génotypes végétaux. Les isolats KGM4 et ZA7 se sont montrés
avirulents sur tous les génotypes inoculés tandis que tous les autres
isolats ont donné lieu à des réactions très diversifiées. Le dendro-
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gramme présenté dans la figure 1 illustre l'ampleur de la diversité
relevée sur la base des propriétés de virulence des isolats. Les iso-
lats KGM4 et ZA7 y forment un groupe fort homogène où la dis-
tance est nulle. Plus un isolat est virulent sur un nombre élevé de
génotypes, plus grande est la distance le séparant du groupe formé
par les 2 isolats avirulents sur tous les génotypes végétaux testés.
1Figure 1
Dendrogramme montrant la classification
des isolats de P griseola sur la base
des réactions qu'ils provoquent
sur les 29 génotypes végétaux inoculés.
La distance entre deux isolats indique
le pourcentage de génotypes végétaux
sur lesquels ils provoquent
des réactions différentes.
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La distribution des isolats dans les différents groupes ne saurait être
liée à leurs origines géographiques puisque des isolats collectés
dans une même localité peuvent présenter d'importantes différences
dans leurs profils de virulence respectifs. C'est ainsi que les isolats
NMM l, NMM2 et NMM3, collectés sur la colline de Murama au
Burundi se classent dans des groupes fort éloignés, ce qui traduit
bien les différences dans leurs profils de virulence puisqu'ils ont été
à l'origine de réactions compatibles (sensibilité ou résistance par-
tielle) sur respectivement 2, 19 et 14 génotypes végétaux. Une
situation similaire a également été relevée pour les isolats BGA2,
BGA4 et BGA5 collectés dans une autre localité au Burundi
(Gitega) mais qui ont entraîné des réactions compatibles sur res-
pectivement 13,24 et 21 génotypes végétaux.
Profils moléculaires
Le dendrogramme obtenu à l'aide des profils de bandes amplifiées
par RAPD a permis de visualiser les relations existant entre les diffé-
rents isolats de la collection (fig. 2). Les isolats ZA7, ZA 10 et KGR3
ne sont pas inclus dans cette classification numérique car aucune des
amorces retenues n'a permis d'amplifier des bandes à partir de leurs
extraits d'ADN. Cependant, l'amplification RAPD à l'aide d'autres
amorces ou l'amplification de la zone ITS étaient possibles chez ces
isolats, ce qui montre que l'absence de bandes dans le cas présent
n'est pas due à une mauvaise qualité des solutions d'ADN. Parmi les
51 isolats restants, on a pu dégager 51 profils moléculaires différents.
Le dendrogramme fait apparaître certains groupes au sein desquels
existent de très faibles différences entre isolats. Un de ces groupes
est composé des isolats NMM 1 et NMM2 distants de seulement
1,4 % et originaires d'un même site au Burundi (colline de Mura-
ma). Par contre, l'isolat NMM3 également originaire de cette même
colline a montré un profil moléculaire avec d'importantes diffé-
rences par rapport aux deux autres (distance de 10 %). Un autre
groupe au sein duquel les différences entre isolats étaient faibles,
rassemble les isolats ZA 1 et ZA3 originaires d'une même localité au
Zaïre. Pourtant, d'autres isolats collectés dans la même localité se
montrent fort éloignés de ce groupe. C'est notamment le cas de
l'isolat ZA5 dont la distance par rapport à ce groupe est de 32 %. Les
J.-P. BUSOGORO el al. - Diversité génétique de l'agent des taches anguleuses du haricot commun T 335
1Figure 2
Dendrogramme montrant
la classification des isolats
de P. griseola en fonction des profils
électrophorétiques obtenus
par RAPD à l'aide des 5 amorces.
La distance entre deux isolats
exprime le pourcentage d'amplicons
RAPD qui ne sont pas communs
entre les isolats considérés.
KK6
RN8
BR~
BRJ
KD
RN2
KGMI
KGM?
KGM6
KGRJ
Kf4
KK3
KK2
RNI
KK4
BR1
BRI
BGA:!
KKI
RNJ
KGM5
KGR5
ZA6
ZAJ
ZAJ
ZAI
KGMJ
KGR6
KGR2
ZAII
NMMJ
NMMI
NMM:!
KFI
KGMJ
KGM8
KGRI
KOM2
RNIO
lA')
BR.\
RDAI
ZA2
ZA8
BGA5
RD.'\2
BGAJ
RD.'6
RDAJ
ZA5
RDA?
0% 10% 20% 30%
Distances
40% 50%
isolats KGM6 et KGM7 distants de 2,7 % et originaires d'une même
colline au Burundi foonent également un groupe d'isolats dont les
profils moléculaires n'ont montré que très peu de différences.
Par contre, d'autres groupes réunissent des isolats collectés dans des
localités fort éloignées mais montrant beaucoup de ressemblances
dans leurs profils moléculaires. Il s'agit par exemple des isolats
KGM3 et KFI respectivement originaires du Burundi et du Kenya.
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Ces isolats ne présentaient des différences dans leurs profils molé-
culaires que pour 2,7 % des bandes amplifiées par RAPD. Le
groupe formé par les isolats BGA4 et RDA6, respectivement origi-
naires du Burundi et du Rwanda, présente la même caractéristique
puisque la distance entre ces isolats n'est que de 2,7 %.
Pour la détermination des niveaux de similarité moléculaire, les iso-
lats du Burundi ont été groupés en fonction des localités de collecte,
ce qui a donné 5 groupes d'isolats (tab!. 3). Malgré l'existence de
polymorplùsme moléculaire entre isolats au sein même des sites de
collecte, la similarité moléculaire est globalement la plus élevée
pour des isolats collectés dans un même site que pour des isolats
collectés dans des localités différentes.
Groupes KGM KGR NMM KK BGAd'isolats
KGM 54
KGR 31 47
NMM 31 25 79
KK 39 26 22 61
BGA 20 18 24 25 76
1Tableau 3
Moyenne de similarité moléculaire
entre isolats de P griseola
sur la base des profils RAPD
au sein et entre différents sites
de collecte au Burundi.
• Les lellres donnent une abréviation de la localisation
des sites de collecte des isolats.
KGM : Kayanza-Galara-Muhingira.
KGR : Kayanza-Gatara-Rubagabaga.
NMM : Ngozi-Mwumba-Murama.
KK : Kayanza-Kabuye.
BGA : Burundi-Gitega.
Relation entre propriétés de virulence
et profils moléculaires
On n'a pas relevé de relation directe entre profils de virulence et pro-
fils moléculaires des isolats de P griseola. Ainsi par exemple, les iso-
lats NMM 1 et NMM2 qui présentaient des profils moléculaires fort
similaires ont manifesté d'importantes différences dans leurs proprié-
tés de virulence. Cette absence de corrélation se manifeste également
à travers la comparaison des deux dendrograrnmes illustrant les rela-
tions entre isolats sur base de ces propriétés (fig. 1 et 2). Les distances
entre isolats sont généralement beaucoup plus élevées dans le cas des
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propriétés de virulence que dans celtù des profils RAPD. Les valeurs
maximales de ces distances sont de 63 % et 32 % respectivement sur
base des propriétés de virulence et sur base des profils RAPD. Par
ailleurs, des isolats dont les profils moléculaires étaient fort iden-
tiques entraînaient des réactions différentes sur de nombreux géno-
types végétaux. C'est par exemple le cas des isolats NMM 1 et NMM2
qui sur le plan moléculaire forment un même groupe au sein duquel
ils ne sont distants que de 1,4 % alors que sur le plan des propriétés
de virulence ils se retrouvent dans des groupes distants de 56 %.
1Discussion
Nos observations ont démontré l'existence de nombreux pathotypes
différents parmi les isolats de P griseola dans la région des Grands
Lacs d'Afrique centrale. En effet, la majorité des isolats analysés ont
manifesté des profils de virulence fort différents, ceci étant vrai
même pour des isolats collectés dans une même localité. Cette diver-
sité plus importante que celle décrite dans la littérature a été détectée
grâce à l'utilisation d'un nombre élevé de génotypes végétaux pour
la réalisation des tests d'inoculation. En effet, le nombre de profils
de virulence potentiellement détectable augmente avec le nombre de
variétés différentielles inoculées (Chen et al., 1993). Cependant, la
méconnaissance précise des gènes de résistance portés par les varié-
tés inoculées ne permet pas une interprétation de nos résultats en
termes de structure des populations. Malgré cette limitation, l'ana-
lyse sur base des propriétés de virulence nous a permis de mettre en
évidence une grande diversité de races de P griseola dans la zone
considérée où on retrouvait la coexistence d'isolats capables de sur-
monter la résistance de la plupart des génotypes végétaux et d'autres
isolats avirulents sur la majorité des génotypes testés. Cette grande
diversité du pathogène pourrait être entretenue par l'importance des
pressions de sélection exercées par l' hôte sur les populations parasi-
taires. À cet égard, les pressions de sélection sont particulièrement
diversifiées dans les mélanges variétaux et la diversité au sein des
populations parasitaires est beaucoup plus importante dans les cul-
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tures de mélanges variétaux que dans les cultures monovariétales
(Wolfe el al., 1997). Ainsi, l'usage très courant de mélanges de hari-
cot en Afrique centrale, où on peut parlois trouver jusqu'à 40 varié-
tés différentes en mélange (Godderis, 1995), pourrait être de nature
à permettre la survie de nombreuses races parasitaires.
Par le passé, les analyses sur base de profils isoenzymatiques
(Boshoff el al., 1996) et RAPD (Guzmân el al., 1995) ont révélé
l'existence d'une diversité au sein de P. griseola démontrant par la
même occasion la répartition des isolats en deux grands groupes
majeurs fortement corrélés avec les types de haricot sur lesquels ils
sont isolés. Dans notre étude, le polymorphisme détecté dans la
zone ITS de l'ADN ribosomique (Busogoro el al., 1997) était faible
alors que notre analyse par RAPD a démontré l'existence d'une
importante diversité parmi les isolats analysés. La coexistence dans
une même zone géographique de différents isolats avec des profils
moléculaires différents a été fréquemment observée. Malgré l'im-
portante variabilité détectée par RAPD, il y a lieu de considérer
qu'il existe un certain gradient de similarité moléculaire.
Le dendrogramme obtenu sur base des données RAPD n'a pas mis
en évidence l'existence de deux grands groupes majeurs parmi nos
isolats. Cette observation, en contradiction avec les résultats d'autres
auteurs (Guzman et al., 1995 ; Chac6n et al., 1997) pourrait être
interprétée conune étant une preuve que les isolats collectés dans la
région considérée l'auraient été à partir de cultivars de haricot com-
mun appartenant à un même pool génique. En effet, les génotypes de
Phaseolus vulgaris retrouvés dans cette région du monde appartien-
nent pour la plupart au pool génique andin (Correa, 1988 ; Gepts et
Bliss, 1988; Khairallah el al., 1990). Les marqueurs moléculaires ont
parfois permis de retracer le cheminement de l'inoculum pour diffé-
rents parasites fongiques (Andebrhan et Furtek, 1994 ; Huff el al.,
1994). Les vagues de migration de Col/elol richum lindemulhianum
en Amérique du Sud ont également pu être déterminées avec plus ou
moins de précision en se servant de la caractérisation par RAPD
(Sicard el al., 1997). Ce type d'interprétation n'est pas possible pour
nos résultats étant donné l'importante diversité retrouvée chez P. gri-
seola et l'absence d'un échantillonnage répétitif dans le temps.
Des mécanismes comme les mutations, les migrations ainsi que la
recombinaison sexuée conduisent à l'apparition de la diversité au sein
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des populations pathogènes (Burdon et Roelfs, 1985 ; Leung et al.,
1993 ; Drenth et al., 1996). La forte ressemblance des profils RAPD
entre certains isolats de P. griseola collectés dans différentes localités
géographiquement éloignées peut faire penser à d'éventuelles migra-
tions entre ces localités. Avant de confirmer cette hypothèse, il est
plus que nécessaire de procéder à un échantillonnage beaucoup plus
précis et ce de manière répétée dans le temps. Quant à la recombi-
naison sexuée, il est peu probable que ce mécanisme soit intervenu
étant donné l'absence d'une forme de reproduction sexuée connue
pour P. griseola.
Les résultats que nous avons pu dégager ont d'importantes implica-
tions pour l'amélioration de la résistance à la maladie des taches
anguleuses du haricot commun. En présence d'une telle diversité
pathogénique, les cultures monovariétales ne portant qu'un seul
gène de résistance ne sont pas à conseiller car elles pourraient très
vite sélectionner les gènes de virulence correspondants chez le
pathogène (Tapsoba, 1996). Dans ce contexte, la diversification des
gènes de résistance s'impose pour éviter l'apparition rapide des phé-
nomènes de rupture de résistance. Tenant compte de cette diversité,
l'utilisation de variétés possédant des gènes de résistance verticale
devrait faire l'objet de mesures de gestion stricte dans la région
considérée. À court terme, on pourrait constituer des mélanges varié-
taux contenant un maximum possible de gènes de résistance diffé-
rents en attendant d'avoir des précisions quant à la manière dont on
peut améliorer le comportement des mélanges couramment utilisés
vis-à-vis de la maladie des taches anguleuses. Par ailleurs, il s'im-
pose des analyses complémentaires qui permettraient de détenniner
l'importance relative de l'allo-infection et celle de l'auto-infection
chez P. griseola. Avec ce genre d'information, il sera possible de
choisir entre différentes modalités de diversification de la résistance
allant des mélanges variétaux aux rotations géniques ou à des asso-
ciations de gènes agissant à différents stades (juvénile et adulte).
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Rôle des interactions
nucléocytoplasmiques
dans la résistance
du palmier dattier au bayoud
M. TrifP C. Hartmann4
A. Benslimane2 A. Rode4
A. Rhouma3 M. MarrakchP
1ntroduction
Le palmier dattier (Phoenix dactyLifera L.) est une monocotylédone
pérenne qui constitue le pivot de l'agrosystème oasien des régions
sahariennes et sub-sahariennes. Son utilisation dans les principales
zones phoénicicoles de l'Afrique du Nord et Moyen Orient consiste
en l'exploitation de variétés et d'écotypes adaptés aux conditions
locales. Sa présence dans les zones désertiques marginalisées
témoigne de ses grandes potentialités adaptatives aux conditions
climatiques extrêmes où il contribue à maintenir un milieu favo-
rable aussi bien à la vie de l'homme qu'à celle du bétail. En effet,
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie et biotechnologie,
faculté des Sciences de Tunis, 2092 El Manar, Tunis, Tunisie.
2 Faculté des Sciences Semlalia, Marrakech, Maroc.
3 Centre de recherches phoénicicoles, Inrat, Degache, Tunisie.
4 Laboratoire BMV III, IBP, Bat 630, UPSud, 91405 Orsay, France.
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le palmier est essentiellement cultivé pour la production de dattes
qui représentent la principale source agricole des oasiens et consti-
tue de ce fait la clé de leur sécurité alimentaire. À ce sujet, environ
10 % de la population tunisienne dépend de la phoéniciculture et
des cultures vivrières oasiennes. De même, en jouant le rôle d'un
écran protecteur contre l'ensoleillement, le palmier dattier permet le
maintien des cultures oasiennes sous-jacentes caractérisées par une
grande diversité. En Tunisie, la phoéniciculture est la base incon-
tournable qui assure la stabilité socio-économique des écosystèmes
oasiens. Toutefois, pour répondre à des critères de commercialisa-
tion et en dépit de sa richesse considérable, cette culture s'oriente
dangereusement vers la réduction du nombre de variétés cultivées
(Rhouma, 1994). À titre indicatif, Rhouma (1996) rapporte que la
variété Deglet Nour représente à elle seule environ 70 % de l'effec-
tif des palmiers tunisiens pour atteindre le taux de 90 % dans cer-
taines palmeraies dont celles de Nefzaoua et de Régim Maatoug.
Ceci montre la tendance vers une culture monovariétale.
En outre, le palmier dattier est inexorablement menacé par des
agents pathogènes qui sont à l'origine de plusieurs maladies dont la
fusariose ou « bayoud ». Cette maladie, probablement d'origine
marocaine (Djerbi el aL., 1985) a rapidement progressé vers l'Est
algérien tout en décimant sur son passage plusieurs millions de
plantes dont 11 millions au Maroc (Haddouch, 1996). Ces deux fac-
teurs font que le patrimoine génétique phoénicicole tunisien évolue
vers une érosion génétique et par conséquent le déséquilibre de l'en-
vironnement oasien. Il en résulte que les palmeraies tunisiennes sont
constamment menacées. Si les précautions nécessaires ne sont pas
prises, cette situation sera lourde de conséquences aussi bien dans la
dégradation de l'agrosystème que pour la sécurité alimentaire.
Tenant compte de ces considérations, l'élaboration d'une stratégie
de lutte préventive visant la sauvegarde et la conservation de ce
patrimoine s'avère impérative. Ainsi, l'établissement d'un pro-
gramme d'amélioration des variétés ancestralement sélectionnées et
la recherche de phénotypes intéressants tant par leur qualité dattière
que par leur résistance à certaines maladies au caractère épidémique
constitue une priorité en Afrique du Nord. Dans ce cadre, la mise en
œuvre d'une expérimentation basée sur la recherche de marqueurs
moléculaires liés à la résistance du palmier aux diverses maladies
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serait d'un apport certain dans la réalisation efficace de ce pro-
granune. À ce sujet, des travaux ont pennis de montrer que les mito-
chondries du palmier dattier hébergent des plasmides circulaires qui
constituent des marqueurs potentiels liés à la résistance au bayoud
(Benslimane et al., 1994 ; Benslimane, 1995 ; Trifi et al., 1997).
En effet, ces molécules appelés Ret S ont été mises en évidence res-
pectivement chez les plantes résistantes et sensibles à la fusariose.
Il serait donc intéressant de préciser la nature de la corrélation qui
existe entre le polymorphisme de ces plasmides et le phénotype de
la plante vis à vis de l'agent pathogène « tolérance ou sensibilité ».
Par ailleurs, l'utilisation de la technique de polymérisation enzyma-
tique en chaîne « PCR » mise au point par Saiki et al. (1988) per-
met facilement la détection de ces plasmides. En effet, grâce à une
paire appropriée d' oligonucléotides, il est possible de générer, à
partir d'un extrait d'ADN cellulaire total de palmier, des ampli-
mères correspondant à chaque type de plasmide présent (Boua-
chrine, 1997 ; Trifi et al., 1997).
Dans le présent travail, nous présentons les résultats de l'analyse
des profils plasmidiques chez des variétés tunisiennes de palmier
dattier choisies pour leur comportement à l'égard de la fusariose.
Un modèle basé sur les interactions nucléocytoplasmiques est pré-
senté afin de rendre compte de la variabilité des plasmides mito-
chondriaux en relation avec la résistance ou la sensibilité de cette
espèce à l'agent pathogène.
Matériel et méthodes
Matériel biologique
Au cours de cette étude, nous avons utilisé les variétés tunisiennes
de palmier dattier décrites dans le tableau 1 et qui ont été préala-
blement testées au Maroc en présence du champignon Fusarium
oxysporum fsp albedinis (Saaidi, 1992 ; Sedra, 1992). Le matériel
végétal, constitué de jeunes palmes prélevées sur des pieds adultes,
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provient de la coJlection du Centre de recherches phoénicicoles,
Inrat, Degache situé dans le sud tunisien.
Variété'
Deglet Nour
Ftimi
Khou Ftimi
Kenta
Kintichi
Boufagous
Horra
Goundi
Besser Hlou
Origine
Degache
Djerid
Djerid
Djerid
Djerid
Tozeur
Djerid
Tozeur
Degache
Qualité
Excellente
Très bonne
Bonne
Très bonne
Très appréciée
Très bonne
Parfumée
Très bonne
Assez bonne
Phénotype2
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Plasmide
R
S
S
S
S
S
RIS
S
S
1Tableau 1
Variétés tunisiennes de palmier dattier utilisées.
1: Appellation selon Rhouma (1994) ;
2: phénotype d'après Saaidi (1992) et Sedra (1992).
Extraction de l'ADN
L'ADN cellulaire total est extrait selon le protocole de Dellaporta et al.
(1984) à partir des jeunes palmes préalablement congelées dans de
l'azote liquide. Après purification, les ADNs sont quantifiés et leur
qualité est testée grâce à une migration électrophorétique sur un mini-
gel selon la méthode de Sambrook et al. (1989).
Réaction de polymérisation enzymatique
en chaÎne (PCR)
Au cours de cette expérimentation, nous avons utilisé une paire
d'oligonucléotides permettant de générer spécifiquement des ampli-
mères correspondant aux plasmides mitochondriaux du palmier dat-
tier (Bouachrine, 1997 ; Trifi et al., 1997). Ces oligonucléotides
présentent les séquences suivantes:
01 : 5'CCTTATACCAGTCGTGCTT 3'
02 : 5' AAGGCAGATATAATCGGA 3'
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Chaque réaction est réalisée dans un volume total de 25 IJL com-
posé de: 500 ng d'ADN cellulaire total; 2,5 IJL de tampon de l'en-
zyme (lOX) ; 1,5 U de Taq DNA polymérase ; 200 IJM de chaque
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) et 50 pM de chaque amorce.
Afin d'éviter l'évaporation du milieu réactionnel, une goutte
d'huile minérale est additionnée à chaque tube. L'amplification est
conduite dans un thermocycleur programmé pour effectuer les
conditions suivantes: une dénaturation préalable pendant 10 mn
suivie de 35 cycles. Chaque cycle comprend les trois étapes sui-
vantes: 30 s à 94 oC pour la dénaturation; 2 mn à 48 oC pour l' hy-
bridation des amorces et 2 mn à 72 oC pour la synthèse. Une
prolongation de 10 mn à 72 oC a été toujours programmée à la fin
du dernier cycle.
Les amplifications sont standardisées en utilisant les témoins sui-
vants : deux témoins négatifs correspondant au mélange réactionnel
ne contenant pas d'ADN ou d'enzyme et deux témoins positifs
contenant chacun de l'ADN plasmidique recombinant R ou S (Ben-
slimane, 1995).
Les produits d'amplification sont séparés par électrophorèse sur gel
d'agarose à 1,4 % et visualisés sous une lumière ultraviolette en
présence de bromure d'éthidium (Sambrook et al., 1989).
Résultats et discussion
Au cours d'une étude antérieure, nous avons pu montrer que la tech-
nique de polymérisation enzymatique en chaîne constitue une autre
approche qui permet de générer des amplimères correspondant aux
plasmides recherchés (Trifi et al., 1997). Sur cette base, nous avons
conduit une expérimentation utilisant la technique de la PCR afin de
rechercher les plasmides hébergés par les mitochondries du palmier
dattier. Ainsi de l'ADN cellulaire total extrait à partir de chacune
des variétés décrites précédemment est utilisé comme matrice pour
amplifier les séquences cibles Ret S. La figure 1 représente les pro-
duits d'amplification typiques obtenus à partir des variétés testées.
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1 Figure 1
Exemples typiques d'amplimères
issus de l'ADN cellulaire total
extrait à partir des variétés
tunisiennes de palmier dattier.
373
265
M : marqueur de poids moléculaire
(1 kb Ladder) ; T : contrôles standards;
Variétés présentant exclusivement
le plasmide S (pistes 1-3, 5-7 et 9) ou
le plasmide R (piste 4) ; Variété présentant
simultanément les deux formes plasmidiques
(piste 8). La taille des bandes est exprimée
en paire de nucléotides.
L'analyse de cette figure montre clairement que ces variétés pré-
sentent des profils plasmidiques différents et qu'elles peuvent être
regroupées en trois classes:
- la première est caractérisée par des mitochondries qui hébergent
le plasmide S. Dans cette catégorie, on rencontre les variétés :
Boufagous, Ftimi, Khou Ftimi, Kenta, Kintichi, Goundi et Besser
Hlou;
- la deuxième comporte la variété Deglet Nour dont les mitochon-
dries montrent la présence exclusive des plasmides R ;
- la troisième comprend la variété Horra. Cette classe se distingue
des autres par la présence simultanée des deux formes plasmidiques
Ret S.
Par ail1eurs, la confrontation de l'analyse de l'équipement plasmi-
dique de chaque variété avec son comportement résistant ou sensible
à l'agent pathogène (Saaidi, 1992 ; Sedra, 1992) montre que, dans
l'ensemble, ces plasmides mitochondriaux constituent de bons mar-
queurs du comportement du palmier au bayoud (tab\. 1). En effet, ce
tableau nous indique que parmi les 9 variétés testées, 7 sont sen-
sibles au champignon et hébergent uniquement le plasmide S.
Néanmoins, il en ressort une ambiguïté puisqu'en dépit de leur sen-
sibilité au champignon, les variétés Deglet Nour et Horra possèdent
des profils plasmidiques caractérisées respectivement par la présence
exclusive de la forme R et cel1e des deux formes plasmides S et R.
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Les explications suivantes pourraient être prises en considération
pour rendre compte au moins en partie du comportement particulier
de ces deux variétés :
- la résistance du palmier dattier au champignon n'a pas un déter-
minisme simple et serait sous un contrôle multigénique. D'ailleurs,
l'existence de variétés présentant un comportement intermédiaire
entre celles qui sont complètement résistantes et celles totalement
sensibles au bayoud (Saaidi, 1992 ; Sedra, 1992) est en faveur de
l'hypothèse impliquant plusieurs gènes dans le contrôle de la résis-
tance. Il semble donc que cette dernière est au moins en partie adap-
tative comme le montre la persistance de quelques palmiers
appartenant à la variété Deglet Nour (-17 %) transplantés dans des
champs « bayoudés » du Maroc après plusieurs années d'observa-
tions (Saaidi, 1992) ;
- la présence des plasmides mitochondriaux serait une condition
nécessaire mais non suffisante pour l'expression de la résistance.
Ceci se traduit par le fait que ces molécules ne sont pas nécessaire-
ment impliquées dans la contribution du phénotype de la plante vis
à vis de l'agent pathogène. Ainsi, selon les gènes impliqués dans
l'acquisition de la résistance, les plasmides Ret/ou S pourraient être
considérés comme étant des marqueurs phénotypiques de la maladie.
Quoiqu'il en soit, ces résultats nous ont amenés à proposer un
modèle permettant de rendre compte des différents profils plasmi-
diques mitochondriaux du palmier dattier en relation avec la résis-
tance/sensibilité au champignon. Ce modèle est basé sur les
interactions nucléocytoplasmiques. En effet, en plus des propriétés
recombinogènes des plasmides mitochondriaux, le modèle proposé
implique l'intervention d'au moins deux gènes nucléaires chacun à
deux allèles: le premier, impliqué dans l'expression de la résistance
est noté « Rlr », avec dominance de l'allèle R sur l'allèle r (R > r).
Les allèles R et r correspondent respectivement aux phénotypes
résistant et sensible ; le second, impliqué dans le contrôle de la
recombinaison plasmidique est consigné « Rec/rec » avec domi-
nance de l'allèle Rec sur l'allèle rec sachant que Rec et rec corres-
pondent aux phénotypes aptitude et inaptitude à recombiner.
Rappelons que les propriétés recombinogènes des plasmides mito-
chondriaux ont été mises en évidence grâce à l'existence de
séquences répétées directes (Arganoza et Akins, 1995 ; Benslimane
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et al., 1996) et que les interactions nucléocytoplasmiques ont été
rapportées par plusieurs auteurs (Mackenzie et Basset, 1987 ;
Hartmann et al., 1992 ; Flammand et al., 1993). Tenant compte de
ce modèle, la présence des plasmides Set/ou R dans les mitochon-
dries des variétés sensibles s'expliquerait au moins en partie par les
génotypes suivants.
1) Une plante à l'état homozygote récessif pour les deux gènes
nucléaires et dont les mitochondries hébergent le plasmide Saura
un phénotype sensible à la fusariose et des plasmides S incapables
de recombiner. Cette situation a été observée dans 7 cas sur 9 « i.e.
les variétés Boufagous, Ftimi, Khou Ftimi, Kenta, Kintichi, Goundi
et Besser Hlou ».
2) Par contre, un palmier homozygote récessif pour le gène « Rlr »
qui possède au moins un allèle dominant Rec est sensible à la mala-
die tout en ayant des plasmides R qui résultent de la forme plasmi-
dique S par recombinaison. C'est probablement le cas de la variété
Deglet Nour qui est caractérisée par sa sensibilité à l'agent patho-
gène tout en possédant des mitochondries qui hébergent le plasmide
R. De même, l'hypothèse d'une homozygotie récessive pour le gène
« rlr » en présence d'un cytoplasme comportant des mitochondries
ayant fixé le plasmide R n'est pas à exclure.
3) Pour la variété Horra qui est de phénotype sensible à l'agent
pathogène et dont les mitochondries présentent simultanément les
deux formes plasmidiques R et S, on peut admettre l'une des trois
hypothèses suivantes:
- elle est à l'état homozygote récessif aussi bien pour le gène « Rlr»
que pour (Rec/rec). Cependant, eUe aurait un cytoplasme constitué
d'une chimère de mitochondries ayant chacune l'un des plasmides
Rou S. D'où le phénotype sensible à la fusariose et présence simul-
tanée des plasmides R et S (tab\. 2) ;
- une plante Horra est à J'état homozygote récessive pour le gène
« Rlr » et possède au moins un allèle dominant Rec. Dans ce cas,
son cytoplasme comporte une chimère de mitochondries: les unes
hébergeant des plasmides S ayant gardé leurs potentialités recombi-
nogènes intactes ; les autres présentent des plasmides S dont la
séquence est caractérisée par des mutations empêchant totalement
la recombinaison (tab!. 2). À ce sujet, des études ont montré que les
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séquences répétées directes ne constituent pas obligatoirement des
sites de recombinaisons, mais la présence d'autres petites séquences
appelées « sites spécifiques» seraient vraisemblablement indispen-
sables pour que l'événement de recombinaison puisse avoir lieu
(Makaroff et Palmer, 1988 ; Wahleithner et Wolstenholme, 1987 ;
Hanson et Folkerts, 1992) ;
- les palmiers appartenant à cette variété sont homozygotes réces-
sifs pour le gène « Rlr » et possèdent au moins un allèle dominant
Rec. Dans ce cas, la recombinaison doit se faire aussi bien au niveau
intramoléculaire, grâce au jeu de séquences répétées directes du
plasmide S, qu'au niveau intermoléculaire par l'intermédiaire du
plasmide R et du fragment de taille 109 pb. II est évident que, dans
ce cas, la molécule subgénomique et non autoréplicative doit être
maintenue au moins pendant quelques divisions cellulaires (tab\. 2).
Hypothèse Génotype Phénotype
Noyau Mitoehondire
Rlr Reclree RIS
H1 r/r ree/ree Chimère R et S Sensible
H2 r/r Reel? Chimère S + et S muté Sensible
H3 r/r Reel? Equilibre R et S Sensible
1Tableau 2
Résumé des hypothèses explicatives du comportement de la variété Horra.
Quoiqu'il en soit, à la lumière de ces résultats il semble clairement
que les plasmides mitochondriaux du palmier dattier possèdent des
propriétés recombinogènes qui semblent être sous le contrôle du
génome nucléaire.
1Conclusions
Ce travail montre les résultats de l'analyse du polymorphisme des
plasmides mitochondriaux chez des variétés tunisiennes de palmier
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dattier. Il en ressort que les variétés testées dont le phénotype à
l'égard de la fusariose est connu, peuvent être classées en deux caté-
gories : celles dont les mitochondries hébergent exclusivement l'un
des deux plasmides S ou R ; et celles dont les mitochondries pré-
sentent simultanément les deux formes plasmidiques.
Afin de rendre compte de la variabilité de ces molécules en relation
avec le comportement de cette espèce vis à vis de l'agent pathogène,
un modèle basé sur les interactions nucléocytoplasmiques et faisant
intervenir des gènes nucléaires a été présenté. Dans ce contexte, des
hypothèses ont été avancées pour expliquer les déviations de la corré-
lation qui existent entre le phénotype du palmier à l'égard du bayoud
et la nature du plasmide présent dans les mitochondries. Quoiqu'il en
soit, il apparaît que ces molécules constituent des marqueurs molécu-
laires de la résistance à la fusariose. La mise à profit de ces marqueurs
serait d'une opportunité certaine aussi bien dans l'élaboration de pro-
grammes visant la sélection de clones ayant des traits agronomiques
intéressants que dans la sauvegarde des variétés ancestrales.
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de la laitue en Tunisie
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Introduction
Le virus de la mosaïque de la laitue (LMY) est un virus très impor-
tant du point de vue économique. Il est considéré parmi les virus les
plus dommageables sur les cultures de laitue à travers le monde
(Dinant et Lot, 1992). Plusieurs familles de plantes, autres que les
Asteraceae, à laquelle appartient la laitue: Lactuca saliva, sont sus-
ceptibles d'être attaquées par le LMY. Panni ces plantes cultivées on
trouve le pois, le pois chiche, l'épinard, la chicorée et le carthame,
mais aussi plusieurs autres plantes sauvages dont le pois de senteur
sauvage et la plupart des composées adventices (Horvath, 1980).
Ces plantes réservoirs peuvent constituer des foyers de contamina-
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie et biotechnologie,
faculté des Sciences de Tunis, Elmanar 2092, Tunisie.
2 Laboratoire de Virologie végétale, IBVM, Inra Bordeaux BP 81, 33883
Villenave d'Omon cedex, France.
356 T Oes modeles biologiques à l'amélioration des plantes
tion primaire pour les cultures de laitue situées à proximité. En effet,
le LMV est transmis par les pucerons selon le mode non persistant
et par les graines de laitue (Tomlinson, 1970 ; Dinant et Lot, 1992).
Les symptômes provoqués par ce virus sont du type mosaïque avec
éclaircissement des nervures, nécroses généralisées et déformation
foliaire ce qui induit, en cas d'épidémie, des pertes économiques
importantes. Le LMV peut être sous contrôle dans les régions où des
mesures de routine sont réalisées telles que la certification des
semences, l'éradication systématique des mauvaises herbes et le
traitement des champs réservoirs. Cependant, ce virus continue à
ravager les cultures de laitue dans les régions où la sélection sani-
taire des semences ainsi que les tests de certification font défaut.
Le LMV est membre du genre Potyvirus de la famille des
Potyviridae. Les particules virales sont flexueues à symétrie héli-
coïdale d'environ 750 x 13 nm (Tomlinson, 1964). L'infection par
un Potyvirus s'accompagne de la présence, dans le cytoplasme des
cellules infectées, d'inclusions cytoplasmiques caractéristiques, en
roue à aube ou « pinwheels » (Edwardson, 1974). Le génome des
potyvirus est sous forme d'un ARN simple brin, de polarité positive
et d'environ 10 Kb. Cet ARN est polyadénylé à son extrémité 3'
(Hari, 1979) et est lié de façon covalente à une protéine virale VPg
à son extrémité 5' (Hari, 1981). Il contient un cadre ouvert de lec-
ture unique codant pour une polyprotéine qui subit un clivage auto-
catalytique par trois protéinases virales PI-Pro, HC-Pro et NIa-Pro
en dix protéines (Carrington et al., 1990 ; Riechman et al., 1992).
Le génome du LMV est constitué de 10 080 nucléotides sans la
queue polyA, et code pour une polyprotéine de 3 255 acides aminés
(Revers et al., 1997 b).
Les isolats de LMV montrent une large gamme de variabilité biolo-
gique associée à : une variation dans la sévérité des symptômes
induits; la transmission par les graines et la capacité de contourner
les trois gènes de résistance décrits chez la laitue (Pink et al., 1992).
Quatre groupes ou pathotypes sont actuellement attribués aux iso-
lats de LMV selon leur virulence (Pink et al., 1992 ; Dinant et Lot,
1992 ; Bos et al., 1994 ; Revers et al., 1997 a). Au début, la résis-
tance génétique de la laitue a été associée à deux gènes récessifs g
(Bannerot et al., 1969) et mo (Ryder, 1970) isolés respectivement
d'un cultivar Argentin « Gallega de Invierno » (Von der Pahlen et
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Crnko, 1965) et d'un cultivar « Egyptian » sauvage (Pink el al.,
1992 ; Ryder, 1976). Ces deux gènes, notés moll moJ2, confèrent
une tolérance (multiplication virale, peu ou pas de symptômes) ou
une résistance (ni multiplication, ni symptômes) selon le cultivar de
laitue, de la souche virale et des conditions environnementales
(Dinant et Lot, 1992). L'étude génétique a montré qu'il s'agissait de
deux allèles ou de gènes très liés (Pink el al., 1992). Une troisième
source de résistance a été découverte dans le cultivar « Ithaca ». Elle
émane de l'expression d'un gène dominant, Mo2, qui confère, mal-
heureusement, la résistance à un nombre très limité d'isolats (Pink
el al., 1992). Cependant, pour des raisons pratiques, les gènes moll
et moI2 sont les seuls utilisés en agriculture pour le contrôle du
LMV à travers le monde (Dinant et Lot, 1992). Toutefois, la capa-
cité d'un certain nombre d'isolats de LMV à se multiplier dans les
cultivars de laitue portant les gènes mol l et moI2 constitue une évo-
lution pour ces virus (Pink el al., 1992). En effet, l'existence d'une
pression de sélection est à l'origine de l'apparition d'isolats
capables de contourner ces résistances. Ces isolats sont dénommés
Most pour « mo-breaking, seed-transmitted ». Ils ont provoqué de
graves pertes chez la laitue tolérante à partir de lots de graines
contaminées (Dinant et Lot, 1992).
La caractérisation moléculaire d'une collection de 10 isolats de
LMV qui diffèrent par leur origine géographique et leur pathogéni-
cité a permis de comparer la séquence de trois régions génomiques
et d'obtenir trois groupes phylogénétiques. La comparaison de ces
données avec les propriétés de contournement des gènes de résis-
tance des isolats montre que la variabilité moléculaire est plutôt cor-
relée à l'origine géographique des isolats qu'à leur pathogénicité
(Revers el al., 1997 a). Le séquençage de la région entière de la pro-
téine capsidique a confirmé le groupement des isolats de LMV en
trois groupes phylogénétiques/géographiques à savoir: Europe de
l'Ouest/Californie (WE/C), Yemen et Grèce (Revers el al., 1999).
En Tunisie, la production de laitue a enregistré une augmentation
très importante durant ces dernières années. Ceci est dO à l'exten-
tion des surfaces cultivées en plein champs ou sous abri. Cette pro-
duction est toutefois sujette à d'énormes pertes, surtout en plein
champ, dues essentiellement aux techniques culturales et particuliè-
rement le semi des pépinières réalisé souvent pendant l'hiver sans
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prendre de précautions contre les vecteurs de maladies. La gravité
des pertes semble aussi être en corrélation avec l'absence de pro-
grammes de certification des graines. Suite aux problèmes enregis-
trés, les principales régions de culture de la laitue ont été
prospectées. Dans ce travail, nous rapportons les techniques de dia-
gnostic sérologique, de caractérisation biologique et moléculaire
utilisées pour étudier différents isolats de LMV couvrant les diffé-
rentes régions géographiques de la Thnisie. Les résultats montrent,
pour la première fois, la présence en Tunisie des isolats Most. Ils
représentent une menace réelle pour la culture de la laitue et aIUlon-
çent d'importantes baisses de production dans le cas où des mesures
de contrôle des semences ne seraient pas prises en considération
Matériel et méthodes
Isolats de LMV
Les isolats de LMV utilisés dans ce travail ont été collectés dans les
régions du Nord de la Tunisie : Manouba, Mornag et Cap Bon
(Lebna). Le tableau 1 présente la liste des différents isolats ainsi que
leur origine. La propagation des isolats étudiés a été réalisée par
inoculation mécanique d'un cultivar de laitue susceptible
(Trocadéro) obtenu à partir de graines indemnes de loute contami-
nation. La propriété de contourner le gène de résistance mol l a été
vérifiée par inoculation du cultivar Mantilia, contenant ce gène.
L'inoculum est obtenu en broyant une feuille de laitue infectée par
le LMV (lIS, plv) dans une solution de phosphate de sodium
(Na2HP04) 0.03 M contenant 0,25 % (plv) de diéthyldithiocarba-
mate de sodium (Dieca) et du charbon actif. L'extrait obtenu est
étalé sur deux à trois feuilles des plantules de laitue (stade 4 à
6 feuilles), préalablement saupoudrées avec un abrasif (carborun-
dum). Pour chaque isolat viral, deux plantules de chaque cultivar
sont inoculées et gardées entre 18 et 25 oC dans une serre indemne
de vecteurs. Comme référence, deux isolats de LMV ont été utilisés
pour l'indexage biologique ainsi que pour l'analyse par RT-PCR-
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RFLP. Il s'agit de l'isolat LMV-O, qui ne contourne pas les gènes de
résistance et représente le groupe géographique WE/C. Cet isolat a
été décrit pour la première fois en France (Dinant et Lot, 1992).
L'isolat LMV-Gr5, décrit en Grèce, contourne les gènes de résis-
tance. Il est représentatif du groupe phylogénétique Grec (Kyriako-
poulou, 1985). Cet isolat a été gracieusement fourni par le Dr van
der Vlugt (lPO, Wageningen, Hollande).
Immuno-empreinte sur membrane
La détection primaire de l'infection par le LMV sur les échantillons
ramenés de plein champ a été réalisée par le test d'inununo-
empreinte sur membrane (Lin et aL., 1990). L'empreinte d'une
feuille est réalisée en pressant une section fraîche tout au long de la
nervure centrale contre une membrane de nitrocellulose (Protran,
Schleicher et Schuell). Après séchage à l'air libre, la membrane est
saturée pendant 30 mn à température ambiante dans le tampon de
blocage constitué de 0,35 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,4 et 1 %
(plv) de gélatine. La membrane est par la suite incubée 2 h, à tem-
pérature ambiante, avec des IgG spécifiques du LMV conjugués à
la phosphatase alkaline obtenus à partir d'un anticorps polyclonal
anti-LMY. L'anticorps dilué au 1/1000 est utilisé dans le tampon
RIA composé de 10 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 150 mM NaCI ; 0,1 %
(w/v) SDS et 1 % (w/v) de Triton X-IOO. La dilution de l'anticorps
est la même que celle utilisée pour le test Elisa. Après un lavage de
lO mn dans le tampon RIA, la réaction enzymatique est réalisée par
l'incubation de la membrane dans le tampon phosphatase alkaline :
100 mM NaCl, 5mM MgClz et 100 mM Tris-HCl pH 9,5 additionné
de substrats NBT et BClP. La coloration de la membrane est arrêtée
par lavage à l'eau et par séchage. Les empreintes des tissus végé-
taux sont évalués par observation à l'œil nu ou sous microscope.
Extraction des acides nucléiques
Les feuilles de laitue sont broyées (l/5, plv) dans le tampon PBS-
Tween composé de 8 g NaCI ; 0,2 g KHZP04 ; 2,9 g NazHP04
(l2HzO) et de 0,5 ml de Tween 20 par litre de solution contenant
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2 % (plv) de polyviny/pyrrolidone K25 et de 20 mM Dieca. Après
centrifugation à 13,000 tpm pendant 10 mn, 200 III du surnageant
sont transférés dans un nouveau microlUbe et incubés à 55 oC pen-
dant 15 mn en présence de SDS à une concentration finale de 1 %
(plv). Après addition de 100 III d'acétate de potassium 3 M,
le mélange est vigoureusement agité et incubé dans la glace pendant
5 mn. Après centrifugation pendant 5 mn, à 13,000 tpm et à 4 oC,
le surnageant est ajusté à 4,2 M de NaI et additionné de 5 III d'une
suspension de particules de silice (Sigma, France). Après agitation
douce et incubation à température ambiante pendant 5 mn, le mé-
lange est centrifugé pendant 1 mn à température ambiante et le sur-
nageant est écarté. Le culot est alors lavé deux fois par resuspension
dans 500 III de tampon formé de 20 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 1 mM
EDTA; 100 mM NaCI ; 50 % (v/v) éthanol. Les particules de silice
sont ensuite resuspendues dans 400 III d'eau stérile, chauffées à
55 oC pendant 5 mn. 300 III de surnageant contenant les acides
nucléiques sont récupérés dans un nouveau tube par centrifugation.
Ces acides nucléiques sont directement utilisés pour l'amplification
par RT-PCR ou bien conservés à -20 oc.
Réactions de transcription inverse-polymérisation
en chaÎne et séquençage direct
Les oligonucléotides spécifiques du LMY sont: l'oligo sens NIb
correspondant aux nucleotides 8894-8915 du génome du
LMY (Revers et al., 1997 a, 1999). Sa séquence est la suivante:
5'CCGTACATAGCIGARTGTGCT3' avec l = Inosine, R = (AorG).
Deux oligonucléotides antisens P4 (Revers et al., 1999) et P4Gr ont
été utilisés. Ils sont tous les deux complémentaires des nucléotides
9151-9171 du génome du LMY avec une spécificité d'isolat. La sé-
quence de l'amorce P4Gr est: 5'GCGTIGATGTCCTCATCYTI 3'
avec y =(C or T).
Les réactions de transcription inverse et de polymérisation en
chaîne (RT-PCR) sont réalisées dans une même étape en utilisant le
même tampon et le même tube réactionnel (Revers et al. 1997 a).
3 III d'acides nucléiques totaux sont soumis à une amplification
dans un mélange réactionnel de 50 III formé de : 10 mM Tris-HCl,
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pH 8,8 ; 1.5 mM MgClz ; 50 mM KCI ; 0,3 % (p/v) Triton X100 ;
250 ~M de chaque nucléotide; 1 JlM de chaque amorce (Nlb1P4 ou
bien NIbIP4Gr) ; 2,5 Jll de formamide ; 0,25 unités d'AMY trans-
criptase inverse (Stratagene, France) et 0,5 unités d'ADN Taq poly-
merase (Appligen-Oncor, France). Le mélange est submergé de 50 JlI
d'huile minérale et les tubes sont incubés pendant 45 mn à 42 oC
pour la transcription inverse suivie d'une incubation pendant 5 mn
à 95 oC pour la dénaturation des hybrides ARN-ADN ainsi que de
la transcriptase inverse. Cette étape est suivie de 40 cycles d'ampli-
fication par PCR selon le programme suivant: 20 s à 92 oC, 20 s à
56 oc et 40 s à 72 oc. Les produits PCR sont analysés par électro-
phorèse sur gel d'agarose à 1,2 % dans le tampon TBE, coloré
au bromure d'Ethidium et visualisé sous lumière ultraviolette.
Le matériel amplifié a été directement séquencé en présence
de l'amorce NIb en utilisant un séquenceur automatique (Genome
Express, Grenoble, France).
Analyse RFLP
Les produits PCR ont été directement soumis à une analyse par la
technique du polymorphisme de longueur des fragments de restric-
tion (RFLP). Une aliquote (2 ~I) de chaque amplification par
RT-PCR a été soumise à une digestion par chacune des enzymes de
restriction suivantes : A/uI, Acd, BamHI, DdeI, EcoRJ, HaeIII,
RsaI, Sad et TaqI selon les conditions du fournisseur (Gibco-BRL).
L'analyse des produits de digestion a été réalisée par électrophorèse
sur un gel vertical de polyacrylamide à 12 %. L'ADN est ensuite
coloré avec le SYBR Green 1 (Molecular Probes, USA) et visualisé
sous lumière ultraviolette.
Analyse phylogénétique
Après séquençage des produits PCR, les séquences obtenues ont été
comparées entre elles et avec les séquences de référence du LMY
(Revers el al. 1997 a, 1999) disponibles dans la banque de données
EMBL. Les aJignements multiples de séquence de la région com-
prise entre les nucléotides 8936 et 9151 de l'isolat LMY-O, ou bien
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de la région correspondante pour les autres isolats ont été obtenus
en utilisant le programme ClustalX (Thompson el al., 1994). Les
relations phylogénétiques ont été déterminées par la méthode de
« Neighbour-joining » (Saitou et Nei, 1987).
1Résultats
Détection et indexage biologique
Plusieurs échantillons virosés de laitue ont été prélevés dans les
régions de Manouba, Mornag et Lebna. Les symptômes observés
varient entre mosaïque, éclaircissement de nervures, jaunisse, défor-
mation du limbe foliaire et nanisme. Plusieurs échantillons asymp-
tomatiques ont été collectés. En effet, les gènes mollet moi2
confèrent soit une résistance, soit une tolérance selon l'isolat viral en
question (Dinant et Lot, 1992 ; Pink el al., 1992 ; Bos el al., 1994).
L'empreinte des différents échantillons a été réalisée sur membrane
de nitrocellulose et testée en présence de l'anticorps polyclonal anti-
LMV couplé à la phosphatase alkaline. Dans une première expé-
rience, les échantillons asymptomatiques ont été testés. Les résultats
montrent l'absence totale de LMV dans ces échantillons représentant
7 combinaisons (cultivar/station) et un total de 174 plantes (tabl. 1).
Une deuxième expérience a concerné les échantillons virosés repré-
sentés par 19 combinaisons cultivar/station, chaque combinaison
étant représentée par un nombre variable d'échantillons, soit un total
de 67 plantes. Le LMV a été clairement détecté dans 9 échantillons
parmi les 19 stations (tabl. l). Parmi les échantillons virosés, 6 com-
binaisons cultivar/station semblent être infectées par un ou plusieurs
virus autres que le LMV et aucune donnée supplémentaire n'a pu
être attribuée aux symptômes observés. 11 est donc clair que le LMV
est responsable de la moitié (34/67) des infections notées sur la lai-
tue dans les régions prospectées.
Dans le but d'étudier: les propriétés biologiques des isolats de
LMV identifiés, d'évaluer leur degré de sévérité, leur faculté de
contourner ou non les gènes de résistance, les neuf isolats ont été
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Isolal'l Origine Symptômesb Immuno· Type de
empreinte l'isolat LMV
Tn1B Pas de symptômes (40 plantes) -
Tn2R Mosaïque + (14/16) WEJC
Tn3R Mosaïque + (2/2) WEJC
Tn3B Mosaïque - WEJC
Tn4B Manouba Rabougrissement, Mosaïque + (1/1) WEJC-Most
Tn7B Chlorose -
Tn8F Rabougrissement, Chlorose -
Tn9R Mosaïque + (3/4) WEJC
Tn9B Mosaïque - -
Tnl0B ? (1 plante) - -
Tnl0R Rabougrissement? -
TnllB Mornag Pas de symptômes (40 plantes)
Tn12B ? (5 plantes)
Tn13B Mosaïque + (5/5) WE/C-Most
Tn14BR Pas de symptômes (13 plantes) - -
Tn15R Pas de symptômes (7 plantes)
Tn16R Pas de symptômes (9 plantes)
Tn16B Mosaïque - -
Tn17R Pas de symptômes (19 plantes) -
Tn17R2 Mosaïque
Tn181 Pas de symptômes (46 plantes)
Tn19R Lebna Mosaïque + (2/2) WEJC
Tn19B1 Mosaïque + (1/1) WEJC
Tn19B2 ? (1 plante)
Tn20R Rabougrissement ? -
Tn21R Mosaïque + (5/10) WEJC
Tn21.4R Mosaïque + (111) WEJC
Total plantes Sans symptômes 174 plantes 0/174
Total plantes Avec symptômes 67 plantes 34/67
a Une plante représentative d'une combinaison cultivar/station est choisie pour constituer
un isolatlocaJ. Lorsqu'un résultat positif el négatif est obtenu, Ja plante est choisie parmi les positifs.
b Symptômes observés en plein champ.
1Tableau 1
Origine, symptômes observés en plein champ et détection du LMV
sur les échantillons étudiés par la technique de l'immuno-empreinte sur membrane.
(+ : présence de LMV ; - absence de LMV). Le type accordé à chaque isolat
est le résultat de l'indexage biologique sur différents hôtes.
mécaniquement inoculés aussi bien au cultivar de laitue Trocadéro
qu'au cultivar résistant Mantilia portant le gène moll. Deux
semaines après inoculation, tous les isolats provoquent des éclair-
cissements de nervures ainsi que des mosaïques sur le cultivar
Trocadéro. En revanche, seuls les isolats Tn4B and Tn l3B sont
capables d'induire des symptômes sur le cultivar Mantilia, témoi-
gnant de leur capacité à surmonter Je gène moll.
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Étude par RT-PCR-RFLP
Les acides nucléiques totaux extraits en utilisant la technique de
capture sur particules de silice à partir de neuf isolats infectés par le
LMY, ont été utilisés, en une seule étape, pour l'amplification par
RT-PCR, d'une région génomique du LMY délimitée par deux
amorçes spécifiques. Les oligonucléotides utilisés sont capables de
s'hybrider avec tous les isolats connus de LMY et d'assurer l'am-
plification de la région comprise entre la fin de l'extrémité 3' du
gène de la polymérase (Nib) et le début de l'extrémité 5' du gène de
la protéine capside (Revers el al., 1999). L'intérêt de cette région
réside dans sa grande variabilité surtout dans la région N-terminale
de la protéine capside, ce qui permet la discrimination entre diffé-
rents isolats de LMY (Shukla el al., 1994; Revers el al., 1997 a).
L'utilisation de l'amorçe NIb en combinaison soit avec l'amorçe P4
soit avec l'amorçe P4Gr, a permis l'amplification d'un fragment de
taille 278 pb pour les neufs isolats tunisiens de LMY (fig. 1). Les
témoins positifs utilisés sont représentés par les fragments homo-
logues amplifiés à partir des isolats LMY-O et LMY-Gr5 représen-
tant, respectivement, les groupes phylogénétiques WE/C et Grec
(Revers et al., 1997 a). Les produits PCR des isolats tunisiens ainsi
que ceux des témoins, ont été soumis à une digestion avec chacune
des enzymes de restriction suivantes : AccI, AluI, Bamffi, DdeI,
EcoRI, HaeIII, RsaI, Sac! et TaqI. Cette étude permettrait de classer
les isolats tunisiens parmi les trois groupes phylogénétiques connus
(Revers et al., 1999). Les résultats obtenus (tabl. 2) montrent clai-
rement que tous les isolats tunisiens appartiennent au groupe phy-
logénétique WE/C. À l'intérieur de ce groupe, les isolats peuvent
être discriminés selon les profils de restriction obtenus avec Acc!,
AluI, BamHI, DdeI, EcoRI, RsaI et Sac! (Revers et al., 1999).
L'analyse de ces profils permet de classer les isolats tunisiens en
trois sous-groupes. Le premier est formé des isolats Tn2R, Tn3R,
Tn9R, Tnl9R, Tn19Bl et Tn21R et se caractérise par des profils de
restriction identiques à ceux de l'isolat LMY-O, membre type du
groupe WE/C transmis par la graine mais ne contournant pas les
gènes de résistance (Pink el al., 1992 ; Revers et al., 1997 a, 1999).
Le deuxième est formé de l'isolat Tn21.4R, différent de l'isolat
LMY-O par l'absence du site de restriction Bamffi. Le troisième est
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composé des isolats Tn4B et Tn13B et se caractérise par des profils
de restriction identiques à ceux des isolats Most: LMV-13 et LMV-
Aud, connus par leur pouvoir de contournement des gènes de résis-
tance (Pink et al., 1992; Revers et al., 1997 a, 1999).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
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1Figure 1
Amplification par RT-PCR de la région comprise entre la fin de la région
polymérase et le début de la région capside pour les neuf isolats tunisiens de LMV.
Les fragments d'ADN sont visualisés, après électrophorèse sur gel d'agarose 1,2 "la,
par coloration au bromure d'éthidium. Piste1: échelle 100 pb (Gibco-BRL).
Piste 2 : produit RT-PCR de l'isolat LMV-O utilisé comme référence.
Piste 3 : témoin négatif, amplification à partir d'une plante saine.
Les pistes de 4 à 12 correspondent aux amplifiats des isolats tunisiens, respectivement,
Tn2R, Tn3R, Tn4B, Tn13B,Tn9R, Tn19R, Tn19B1, Tn21R et Tn21.R.
Enzymes Acel Alul BamHI Odel EcoAI Hae"l Asal Sacl Taql
Origine Isolats 8927 9036 8942 8956 8975 9046 9135 9097 9091 9088 9057 8927 8979 8958 8958
Tunisie Tn2A + + + + + +
Tn3R + + + + + +
Tn4B + + + + + + +
Tn9R + + + + + +
Tn13B + + + + + + +
Tn19R + + + + + +
Tn19B1 + + + + + +
Tn21R + + + + + +
Irn21.4A + + + + +
Grèce Gr5 + + + + + + + +
WE/C' 0 + + + + + +
13 + + + + + + +
Europe de 1Ouest/Californie
1Tableau 2
Distribution des sites de restriction tout au long du fragment
obtenu par RT-PCR des différents isolats de LMV tunisiens
et de références. Les positions des nucléotides sont indiquées
par rapport à la séquence complète de l'isolat LMV-O réalisée
par Revers et al. (1999). « + " indique présence d'un site de restriction.
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Analyse de séquence
À l'exception de l'isolat Tn21R, la séquence des autres isolats tuni-
siens a été obtenue suite à un séquençage direct en présence de
l'oligo NIb. Les séquences nuc1éotidiques obtenues ont été alignées,
et comparées à celles d'autres isolats de LMY de référence (Revers
et al., 1997 a et b, 1999) par le biais du programme ClustalX
(Thompson el al., 1994). La région analysée comprend les 33 der-
niers acides aminés de la protéine NIb et les 39 premiers acides ami-
nés de la protéine de capside (CP). L'analyse générale de ces
séquences (fig. 2) montre, comme attendu, la présence du triplet
DAG indispensable pour la transmission des potyvirus par les puce-
rons chez tous les isolats tunisiens. De même, le site de clivage entre
les protéines NIb et CP est bien le site QN comme décrit pour l' iso-
lat LMY-O (Dinant et al., 1991). L'arbre phylogénétique obtenu, uti-
lisant l'isolat LMY-Yar pour donner une racine, est en corrélation
avec l'analyse par RFLP. En effet, les isolats tunisiens peuvent être
classés en deux sous-groupes. Un premier est représenté par les iso-
lats Tn4B et Tn13B dont la séquence est identique à celle des isolats
Most (Revers et al., 1997 a). Le second est représenté par le reste des
isolats tunisiens, regroupés avec l'isolat LMY-O. Il faut également
signaler que le maximum de divergence a été observé entre l'isolat
Tn21.4R et l'isolat Tn9R. La divergence de l'isolat Tn21AR est en
corrélation avec les résultats de l'étude par RFLP.
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1 Figure 2.
Alignement en acides aminés de la région analysée pour les isolats tunisiens
ainsi que pour 10 isolats de référence (Revers et al., 1997 a). Le site de clivage
entre la protéine polymérase et la protéine de capside est indiqué par des barres
parallèles. Le triplet DAG, indispensable dans la transmission par les aphides,
est souligné. Les acides aminés identiques à ceux de l'isolat LMV-O dans cette
région sont indiqués par des tirets.
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Discussion
L'émergence d'isolats de LMY hautement pathogènes et capables
de contourner les gènes de résistance décrits chez la laitue a suscité
un intérêt particulier pour mieux comprendre les interactions molé-
culaires entre cet agent pathogène et son hôte. Le danger émanant
de ces isolats est d'autant plus grand qu'ils sont capables de trans-
mettre la maladie à de nouvelles régions via les lots de graines
contaminées. Ainsi, le développement de moyens de diagnostic
rapides et l'analyse des relations entre les propriétés biologiques et
moléculaires permettraient de mieux contrôler ce virus.
Dans ce travail, nous avons testé, pour la présence du LMY, un
nombre important d'échantillons de feuilles de laitue collectés à tra-
vers la Tunisie. La technique de détection par immunoempreinte sur
membrane est un test rapide, fiable et très économique. Avec cette
technique, un très grand nombre d'échantillons peut être testé très
rapidement. Ce test sera sans doute un des moyens les plus efficaces
pour une étude épidémiologique du LMY. Le seul critère qui condi-
tionne l'efficacité de ce test est l'absence de réactions croisées avec
les composants de la plante au cours de la préparation de l'anticorps.
Ainsi, l'aspect sanitaire de la culture de la laitue en Tunisie semble
être satisfaisant. Aucune infection par le LMY n'a pu être détectée sur
174 échantillons collectés au hasard. De plus, il semble que le LMV
soit l'agent pathogène responsable de la moitié des infections de la
laitue au cours de la période des prospections (novembre 1999). Il est
probable que les gènes mol l et moi2 que portent les variétés cultivées
en Tunisie, assurent un certain degré de résistance contre ce virus.
Toutefois, parmi les neufs isolats étudiés, deux, Tn4B et Tn13B, sont
capables de surmonter le gène mali du cultivar Mantilia.
Les propriétés moléculaires des isolats tunisiens ont été analysées par
deux techniques efficaces: la RT-PCR-RFLP et le séquençage direct.
Les résultats montrent que tous les isolats appartiennent au groupe
phylogénétique WE/C et qu'à l'intérieur de ce groupe les isolats
Tn4B et Tnl3B sont du type Most. L'isolat Tn21AR diverge légère-
ment des autres isolats. Du moment où la majorité des isolats est du
type LMY-O, l'utilisation de variétés portant les gènes mol semble
être efficace contre le LMY. En effet, il a été récemment montré que
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cette résistance annule le pouvoir de transmission par la graine dans
le cas d'infections asymptomatiques. Quant à l'origine des isolats du
type Most en Tunisie, elle peut être attribuée à la persistance dans
l'environnement de contaminations à travers les mauvaises herbes et
aux techniques culturales, mais surtout à la contamination via les lots
de graines. La variabilité moléculaire observée entre des isolats col-
lectés dans une même station tels que Tn19B et Tn19R, ou bien
Tn2l R et Tn21.4R est en faveur de cette deuxième hypothèse.
La présence d'isolats du type Most en Tunisie constitue une menace
réelle pour la culture de laitue. La grande homologie de séquence
entre ce type d'isolats identifiés dans des régions géographiques dif-
férentes indique qu'ils sont propagés à travers des lots de graines.
Ainsi, le développement de la production de la laitue en Tunisie est
inhérent à la valorisation des programmes de certification des graines.
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Introduction
Le niébé (Vigna unguiculata (L.) Walp.), légumineuse alimentaire,
est la source de protéines végétales la plus importante pour les
populations d'Afrique subsaharienne. Une des principales
contraintes à sa production est la plante parasite Striga gesnerioides
(WiIld.) Vatke, qui cause des pertes de rendement de 30 à 100 % aux
variétés sensibles (Aggarwal et Ouédraogo, 1989 ; Muleba et al.,
1997). Pour lutter contre cette mauvaise herbe, plusieurs méthodes
ont été expérimentées. L'utilisation de cultivars résistants s'est avé-
1 Institut de l'environnement el de recherches agricoles (lnera), 01 BP 476
Ouagadougou 01, Burkina Faso.
2 Département de Phytologie, université Laval, Québec, Gl K 7P4,
Canada.
3 Department of biology, university of Virginia, Charlottesville, Virginia
22903, USA.
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rée la plus efficace. Des cultivars résistants ont été identifiés
(Aggarwal, 1991 ; Singh et Emechebe, 1990 ; Muleba el al., 1996) :
Gorom (ou Suvita-2) originaire du Burkina Faso, B301 du
Botswana, 58-57 du Sénégal, TN121-80 du Niger, IT8ID-994 et
IT82D-849 de l'lita au Nigeria. Malheureusement, l'exploitation de
cultivars résistants est limitée par l'existence de plusieurs races
physiologiques de striga répertoriées à travers l'Afrique de l'Ouest.
Cinq biotypes ou races de S. gesnerioides ont été identifiés suite aux
résultats des évaluations des cultivars mentionnés plus haut dans
différentes localités de plusieurs pays. Ainsi, on retrouve la race 1
au Burkina Faso, au Mali, au Togo et au Nigeria; la race 2 au Mali;
la race 3 au Niger et au Nigeria; la race 4 au Bénin; et la race 5 au
Burkina Faso, au Bénin, au Nigeria et au Cameroun. Aucun des cul-
tivars cités plus haut n'est résistant à toutes les races. Gorom, par
exemple, est résistant aux races 1, 2 et 4 ; B301 est résistant aux
races 1, 2, 3 et 5 (Lane el al., 1997).
Des différentes études réalisées pour élucider les modes d'hérédité
de la résistance, il ressort, notamment pour les cultivars résistants
Gorom, B301 et IT82D-849, que la résistance à une race particu-
lière est contrôlée par un gène dominant (Aggarwal el al., 1984 ;
Singh et Emechebe, 1990; Atokple el al., 1995 ; Touré el al., 1997).
Atokple el al. (1995) ont toutefois montré que le gène de résistance
à la race 1 du cultivar Gorom est différent de celui de B301 et de
celui de IT82D-849. Ces gènes sont désignés par les sigles Rsgl
pour B301, Rsg2 pour IT82D-849 et Rsg3 pour Gorom.
Un des principaux objectifs des sélectionneurs est d'améliorer les
cultivars existants qui manquent d'une ou de plusieurs caractéris-
tiques désirées, en les croisant avec des lignées qui possèdent ces
caractéristiques. Dans les schémas conventionnels de sélection,
cette opération implique le croisement de génomes entiers, suivi de
la sélection des meilleurs recombinants parmi les nombreux pro-
duits en ségrégation. Une telle procédure est très longue et labo-
rieuse. Elle demande plusieurs croisements, plusieurs générations et
une minutieuse sélection phénotypique. De plus, la liaison étroite
entre les loci d'intérêt et des caractères indésirables rend ardue la
réussite de ces schémas de sélection.
Avec l'avènement de la technologie des marqueurs d'ADN, plu-
sieurs types de marqueurs et de nouvelles stratégies de sélection sont
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à la disposition des améliorateurs et des généticiens. Au cours des
deux dernières décennies, plusieurs systèmes de marqueurs d'ADN
ont été mis au point (Kumar, 1999). On peut citer entre autres la
méthode de l'ADN polymorphe amplifié au hasard (Random-
Amplified Polymorphic DNA, RAPD) (Williams et al., 1990), le
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (Restriction
Fragment Length Polymorphism, RFLP) (Botstein et al., ]980), et le
polymorphisme de longueur des fragments d'amplification
(Amplied Fragment Length Polymorphism, AFLP) (Vos et al.,
1995). Ces techniques ont grandement contribué à l'établissement de
cartes génétiques de liaison pour plusieurs cultures importantes, dont
le niébé (Fatokun et al., 1993, 1997 ; Menendez et al., 1997). En
combinaison avec l'analyse de ségrégants en mélange (Bulk
Segregant Analysis, BSA), une méthode développée par Michelmore
et al. (1991), l'utilisation des RAPD et des AFLP a rendu possible
l'identification rapide de marqueurs moléculaires liés à des gènes
d'importance agronomique (Kelly et Miklas, 1998 ; Kumar, 1999 ;
Michelmore, ]995 ; Simpson, 1999 ; Staub et al., 1996). En outre, le
développement et l'utilisation de la technologie de marqueurs molé-
culaires a facilité le clonage et la caractérisation de gènes de résis-
tance (Ronald, 1998 ; Meyers et al., 1999), conduisant à une
meilleure compréhension des interactions plantes-pathogènes.
Une fois trouvé un marqueur fortement lié à un gène d'intérêt, la
sélection se fait sur la base des génotypes des marqueurs. Ceci per-
met de tester les descendants à un stade de développement très pré-
coce, sans avoir besoin de les faire croître jusqu'à maturité. Les
criblages sous infestation peuvent être utilisés moins fréquemment.
De tels tests doivent toutefois être effectués à certaines étapes afin
de s'assurer de la présence et de l'efficacité du gène d'intérêt.
Michelmore (1995) a souligné quelques avantages, pour le sélec-
tionneur, de la sélection assistée de marqueurs (Marker-Assisted
Selection, MAS) en tant que substitut au criblage pour la résistance
aux pathogènes: l'accélération du retour au génotype du parent
récurrent dans les programmes de backcross, le transfert réduit de
gènes indésirables liés au gène d'intérêt et la possibilité de sélec-
tionner pour des « Quantitative Trait Loci» (QTL) de résistance.
Cette méthodologie pennet également le pyramidage de plusieurs
gènes de résistance pour obtenir la résistance à plusieurs types de
pathogènes (Kelly et Miklas, 1998 ; Kumar, 1999). L'identification
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de marqueurs fortement liés aux gènes de résistance au S. gesne-
rioides et leur incorporation dans un programme de sélection assis-
tée par marqueurs accroîtrait donc sans doute l'efficacité avec
laquelle le germoplasme pourrait être évalué pour la résistance à ce
parasite. L'identification de tels marqueurs procurerait également
un point de départ pour le clonage et la caractérisation des gènes
codant pour la résistance à cette plante.
Parmi les méthodes qui peuvent être utilisées pour ce faire, on
retrouve la méthode AFLP, qui passe pour être la technique la plus
puissante d'identification de polymorphismes entre des individus.
Celle-ci donne toutefois des marqueurs dominants, donc pas très
convenables pour les programmes de sélection. Cette faiblesse est
heureusement contrecarrée par les techniques de conversion
de ces marqueurs en SCAR « Sequence-Characterized Amplified
Region ». Les SCAR sont des fragments génomiques amplifiés par
PCR avec des amorces spécifiques obtenues après séquençage des
produits RAPD ou AFLP. Ils constituent des marqueurs qui ont
l'avantage d'être codominants et peu onéreux (Paran et
Michelmore, 1993 ; Lu et al., 1999, 2000 ; Shan et al., 1999), et
donc plus propices à un programme de sélection.
En employant les méthodes conventionnelles de sélection, les ten-
tatives de création de cultivars, exempts de caractères génétiques
indésirables et résistants aux cinq races de striga, n'ont pas été cou-
ronnées de succès. Dans un tel contexte, le développement de mar-
queurs moléculaires liés aux gènes de résistance au S. gesnerioides
apparaît comme étant impérative en vue de faciliter les efforts de
sélection.
Les objectifs de la présente recherche étaient d'identifier les mar-
queurs AFLP liés aux gènes de résistance et en particulier aux races
1 et 3 de S. gesnerioides et d'envisager leur utilisation dans un pro-
gramme de sélection assistée par marqueurs. Nous rapportons ici
l'identification de huit marqueurs fortement liés aux races 1 et 3 de
S. gesnerioides. Leur transformation éventuelle en SCAR et leur
utilisation dans un programme de sélection assistée de marqueurs
sont également discutées.
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Matériel et méthodes
Matériel végétal et expérimentation au champ
Le matériel végétal utilisé comprend deux cultivars résistants
S. gesnerioides et deux sensibles au B301, originaire du Botswana,
est résistant aux races 1, 2, 3 et 5 du Striga. Tvu 14676, un cultivar
mis au point par l'Institut international d'agriculture tropicale (lita)
au Nigeria, est résistant à la race 3. Sa réaction aux autres races n'a
pas été testée. Tvx 3236 et IT84S-2246-4, deux lignées développées
par l'lita, sont sensibles aux cinq races de Striga.
Un croisement a été effectué entre Tvx 3236 et B301 et un autre a
été fait entre IT84S-2246-4 et Tvu 14676. Les individus FI ont été
avancés en Fz par autofécondation. La réaction des parents et des
individus FI et Fz de chaque population a été testée sur des parcelles
infestées de Striga de la race 1 à la station de recherche de
Karnboinsé, au Burkina Faso, et de Striga de la race 3 à l'lita à
Ibadan, au Nigeria. L'émergence du Striga a été notée tous les deux
jours à partir de trois semaines après le semis et ce jusqu'à la sénes-
cence complète des plantes (120 jours après le semis). Les plantes
ont ensuite été déterrées afin de vérifier l'attachement de plants de
Striga sur les racines. Les plantes qui ont montré l'attachement, le
développement et l'émergence du Striga ont été considérées comme
sensibles. Les plantes indemnes et celles qui ont présenté peu de
Striga attachés aux racines et n'ont pas permis l'émergence du
Striga ont été classées comme résistantes. Environ cent cinquante
individus Fz ont été observés pour chaque population. Dans le but
de déterminer précisément le génotype de chacun des individus Fz
de chaque population, une famille F3 de 25 individus (récoltés sur
chaque plante Fz) a été testée sous infestation de Striga.
Extraction de l'ADN
L'ADN génomique total de 140 individus Fz de chaque population
a été extrait à partir de 2 g de feuille selon la méthode décrite par
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Varadarajan el Prakash (1991). Après en avoir déterminé la concen-
tration au spectrophotomètre, les solutions stock d'ADN ont été
maintenues à 4 oc. Les solutions de travail sont diluées dans du
tampon TE (10 mM Tris Hel, 1 mM EDTA pH 8.0) jusqu'à une
concentration de 100 ng/~1et conservées à -20 oc.
Analyses BSA et AFLP
Les bulks de la BSA ont été constitués selon la méthode décrite par
Michelmore et al. (J 991). Quatre bulks de douze individus ont été
formés pour chaque population, soit deux bulks composés d'indivi-
dus F2 homozygotes résistants et deux bulks composés d'individus
F2 homozygotes sensibles.
Pour l'analyse AFLP, la méthode décrite par Vos et al. (J 995) a été
suivie en utilisant le kit de la compagnie Gibco BRL-Life
Technologies, Inc., Gathersburg, Md., USA (AFLPTM Analysis
System l AFLP Starter Primer Kit).
Afin d'identifier les marqueurs liés, 64 paires d'amorces
EcoRIIMseI ont été testées sur les parents et les bulks des deux
populations. Les marqueurs candidats ont été examinés sur l'en-
semble des individus F2 d'une population et les données obtenues
ont été soumises à une analyse à l'aide du logiciel Mapmaker 3,0
(Lander et al., 1987). La cartographie a été faite en employant un
rapport de maximum de vraisemblance (LOD) de 3,0 et en utilisant
la fonction de cartographie de Kosambi (Kosambi, 1944) pour
convertir les fréquences de recombinaison en distance cartogra-
phique (cM).
Dans le but de situer les marqueurs liés aux gènes de résistance au
Striga sur la carte génétique du niébé développée par Menendez
et al. (1997), les paires d'amorces ayant révélé les marqueurs ont
été employées pour tester les parents IT84S-2049 et 524B, puis les
88 individus de la population de cartographie. Les marqueurs poly-
morphes entre les deux parents de cette population ont alors été
situés sur la carte en utilisant le logiciel Mapmaker 3.0, tel que
décrit par Menendez et al. (1997).
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1Résultats
Les marqueurs liés au gène de résistance
à la race 1 de S. gesnerioides
Dans le but d'identifier les marqueurs liés au gène de résistance à la
race 1 de S. gesnerioides, deux bulks d'individus homozygotes
résistants et deux bulks d'individus homozygotes sensibles de la
population issue du croisement Tvx 3236 x 8301 ont été testés avec
64 paires d'amorces sélectives. Le nombre de fragments générés par
paire d'amorce variait de 58 à 112. Le nombre moyen de différences
entre les deux parents était de 15 et variait en fonction de la paire
d'amorce. La taille des fragments allait de 65 à 700 paires de bases.
Quatre paires d'amorces EcorIlMseI ont détecté des polymor-
phismes entre le parent résistant et le parent sensible, d'une part, et
entre les bulks résistants et sensibles, d'autre part. La combinaison
d'amorce E-AAC/M-CAA (paire d'amorce 1-1) a révélé un produit
d'environ 300 pb présent chez le parent sensible et les bulks d'indi-
vidus sensibles, mais absent chez le parent et les bulks d'individus
résistants. Ce marqueur lié à l'allèle de sensibilité est désigné liS.
Deux autres marqueurs liés à la sensibilité ont été identifiés. Il s'agit
des marqueurs 34S et Il IS révélés avec les paires d'amorces
E-ACA/M-CAT (paire 3-4) et E-ATC/M-CAA (paire 11-1), respec-
tivement. Le marqueur 34S est un produit de 130 pb, alors que le
marqueur lUS a une taille d'environ 300 pb. Les paires d'amorces
E-ACC/M-CAA (paire 4-1) et U- 1 ont pour leur part pennis
d'identifier deux marqueurs liés à la résistance, 4IR (600 pb) et
11 IR (350 pb). Ces deux marqueurs étaient présents chez le parent
résistant et les bulks d'individus résistants mais absents chez le
parent sensible et les bulks d'individus sensibles.
Afin de détenniner le degré de liaison entre les marqueurs et le gène
de résistance, tous les individus F2 ont été testés pour la présence
ou l'absence des marqueurs lIS, 34S, 41R, IllR et IIIS en utili-
sant les paires d'amorces correspondantes. Tous ces marqueurs se
sont montrés dominants avec un rapport de ségrégation de 3: 1.
L'analyse de liaison et la cartographie réalisée à l'aide du logiciel
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Mapmaker 3,0 a montré que les cinq marqueurs appartenaient au
même groupe de liaison. Les distances cartographiques entre les
marqueurs et le locus de résistance Rsgl du cultivar B301 sont de
1,7 cM pour IlS, 2,6 cM pour 34S, 3,6 cM pour 41R, et 0,9 cM
pour 111R et 111S (fig. 1 A). Ces marqueurs couvrent une distance
totale de 6,2 cM.
Distance (cM)
2,7 --
0,9 --
0,9 --
Marqueurs
41R
1115
Rgs1
111 R
0,8 --
1Figure 1 A 115
Cartographie des marqueurs liés
aux gènes de résistance au S. generioides 0,9--
- marqueurs liés au gène Rsg1 345
de résistance à la race 1 de S. generioides
Les marqueurs liés au gène de résistance
à la race 3 de S. gesnerioides
En procédant de la même manière que celle décrite pour identifier
les marqueurs liés au gène de résistance à la race 1, 64 paires
d'amorces ont été testées sur les parents et les bulks d'individus
issus du croisement entre IT84S-2246-4 et Tvu 14676 afin de trou-
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ver des marqueurs liés au gène de résistance à la race 3 de
S. gesnerioides.
Quatre combinaisons ont mené à l'identification de cinq marqueurs
dont trois liés à la sensibilité et deux à la résistance. Ainsi, les paires
d'amorces E-AAC/M-CAA et E-ACA/M-CAT ont révélé les mar-
queurs 11 S et 34S comme étant liés au gène de résistance à la race
3 de S. gesnerioides. Le troisième marqueur de sensibilité, 115S
(200 pb), a été identifié à l'aide de la paire d'amorce E-ATC/M-
CTA (paire 11-5). Les deux marqueurs de résistance 115R (210 pb)
et 122R (600 pb) ont été identifiés avec les amorces E-ATC/M-CTA
et E-ATG/M-CAC (paire 12-2). Tous ces marqueurs sont domi-
nants, montrent une ségrégation mendélienne (3: 1) et appartiennent
au même groupe de liaison. Les distances entre ces marqueurs et le
locus de résistance à la race 3 de S. gesnerioides du cultivar de
niébé Tvu 14676 sont de 1,7 cM pour Il S, 2,6 cM pour 34S et 1155,
0,9 cM pour 115R et 3,0 cM pour I22R (fig. 1 B). Ces marqueurs
couvrent une distance totale de 5,6 cM.
~ 379
Distance (cM)
3,0 --
0,9 --
Marqueurs
122R
Rgs4
115R
0,8
0,9
0,0 --1-+,,.-
115
345
1155
1 Figure 1 B
Cartographie des marqueurs liés
aux gènes de résistance au S. generioides
- marqueurs liés au gène Rsg4
de résistance à la race 3 de S. generioides
380 ... Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
Placement des marqueurs
sur la carle génétique du niébé
En vue de situer les marqueurs sur la carte génétique du niébé
développée par Menendez et al. (1997), les paires d'amorces
ayant permis de les révéler ont été testées sur les deux parents
(524B et IT84S-2049) de la population de cartographie. Les
amorces qui ont montré un polymorphisme entre ces deux parents
ont ensuite été testées sur 88 lignées recombinantes fixées de cette
population. Ainsi, les paires 11, Il L, 115 et 122 ont montré un
polymorphisme entre les parents 524B et IT84S-2049. À ce jour,
seule la paire d'amorce 11 (E-AAC/M-CAA) a été employée sur
l'ensemble de la population de cartographie et le marqueur liS a
ainsi été placé au bas du premier groupe de liaison de la carte
génétique du niébé.
1Discussion
Des cinq races de S. gesnerioides identifiées à ce jour en Afrique de
l'Ouest et du Centre, les races 1 et 3 sont les plus répandues. Les
tentatives pour incorporer dans un même cultivar des caractères
agronomiques intéressants et les gènes de résistance aux cinq races
n'ont pas encore donné de résultats satisfaisants.
En combinant les méthodes d'analyse de ségrégants en mélange
(BSA) et AFLP, nous avons pu identifier cinq marqueurs liés au
gène de résistance Rsgl, lequel confère la résistance à la race 1 de
S. gesnerioides chez le cultivar B30 1 et 5 marqueurs liés au gène de
résistance Rsg4 à la race 3 de S. gesnerioides chez le cultivar Tvu
14676. Deux de ces marqueurs, Il S et 34S, sont liés aux deux gènes
de résistance. Ceci laisse supposer que ces deux gènes sont locali-
sés dans un même complexe de gènes de résistance ou qu'ils sont
en fait des allèles pour un même locus. Plusieurs auteurs ont déjà
rapporté de tels cas de complexes de gènes de résistance où chaque
gène exprime une spécificité différente (Pryor et Ellis, 1993 ;
J-T. OUÉDRAQGO et al. - Utilisation des marqueurs moléculaires en sélection
Michelmore et Meyers, 1998 ; Ronald, 1998). Ronald (1998) et
Ashfield et al. (1995) ont également montré que de tels complexes
de gènes de résistance pouvaient être efficaces contre différents
types de pathogènes. D'après nos résultats, le génome du niébé
pourrait contenir un complexe de gènes de résistance comprenant
plusieurs gènes de résistance à plusieurs races de S. gesnerioides.
Certains des marqueurs identifiés pourraient donc être utilisés pour
analyser d'autres populations en ségrégation pour leur résistance à
d'autres races de S. gesnerioides. C'est le cas de la race 2 que l'on
retrouve essentiellement au Mali, de la race 4, existant au Bénin et
de la race 5, retrouvée au Burkina Faso, au Niger, au Nigeria et au
Cameroun (Lane et al., 1997).
Nos marqueurs sont soit liés à l'allèle de sensibilité, soit liés à l'al-
lèle de résistance. Quoique dominants, ceux liés à l'allèle de résis-
tance sont aussi efficaces que des marqueurs codominants dans un
programme de backcross. Ils peuvent permettre de déterminer la
présence ou l'absence de l'allèle de résistance. Pour les deux gènes
considérés, Rsg 1 et Rsg4, des marqueurs flanquants ont été identi-
fiés. En outre, la possibilité de localiser plusieurs marqueurs liés
aux gènes de résistance aux différentes races de S. gesnerioides
devrait contribuer à une meilleure compréhension des mécanismes
de résistance et ouvrir la voie au clonage de ces gènes. L'identifi-
cation de ces marqueurs ouvre donc plusieurs perspectives pour la
lutte contre cette plante parasite.
Ce type de marqueurs est particulièrement efficace dans un pro-
gramme de sélection assistée de marqueurs (MAS) (Eathington
et al., 1997 ; Michelmore, 1995 ; Staub et al., 1996 ; TanksJey et
McCouch, 1997). Basée sur le concept de l'inférence du génotype
de l'individu à partir de celui du marqueur, la MAS a pour princi-
pal critère la liaison étroite entre le marqueur et le gène d'intérêt.
Avec des marqueurs flanquants, il faut une double recombinaison
(événement rare) entre le gène et les deux marqueurs pour sélec-
tionner un faux positif (c'est-à-dire prendre une plante sensible pour
une résistante). Pour rendre la MAS plus facile et moins coûteuse,
nous travaillons à la transformation des marqueurs AFLP en mar-
queurs SCAR. Ces marqueurs sont révélés par une simple amplifi-
cation PCR et une électrophorèse sur gel d'agarose. Pour les
laboratoires des pays en développement dans lesquels l'utilisation
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des techniques faisant appel à la radioactivité est exclue, ces mar-
queurs SCAR sont une solution de premier choix. Ils ont en outre
l'avantage d'être codominants, donc permettent de distinguer les
individus homozygotes résistants des hétérozygotes et des homozy-
gotes sensibles.
Les marqueurs d'ADN ont été utilisés pour le développement de
cartes de liaison génétique détaillées chez plusieurs plantes (Chang
et Meyerowitz, 1991 ; Jung, 1992 ; Mohan et al., 1997). Pour utili-
ser les innombrables polymorphismes, révélés par les marqueurs
AFLP, comme des marqueurs génétiques, il est nécessaire de
connaître leur localisation dans le génome du niébé. Une carte inté-
grant plusieurs types de marqueurs a été produite par Menéndez
et al. (1997). Ces marqueurs peuvent alors servir à repérer des
gènes d'intérêt agronomique (Mohan et al., 1997 ; Kumar, 1999).
En vue de contribuer à la saturation de cette carte qui contient
181 marqueurs dont 25 AFLP, nous allons placer environ 250 mar-
queurs AFLP parmi lesquels une dizaine sont liés aux gènes de
résistance au S. gesnerioides identifiés à partir de cinq cultivars
résistants.
Une des perspectives les plus importantes qu'offrent nos marqueurs
liés aux gènes de résistance au S. gesnerioides est le clonage de ces
gènes. La méthode conventionnelle de clonage exige une connais-
sance préalable des caractéristiques biochimiques du gène ou de ses
produits, de son ARNm etc. Le clonage basé sur la carte génétique,
ou clonage positionnel, ne requiert la connaissance préalable ni du
gène ni de ses produits. Cette stratégie nécessite seulement que l'on
connaisse Ja localisation chromosomique du gène dont l'identifica-
tion de marqueurs liés constitue la première étape (Young, 1990 ;
Wicking et Williamson, J99l ; Collins, 1992). Certains des mar-
queurs liés aux gènes de résistance au S. gesnerioides que nous
avons identifiés seront situés sur la carte génétique du niébé déve-
loppée par Menéndez et al. (1997). Ils serviront alors de point de
départ au clonage du ou des gènes de résistance au S. gesnerioides.
Ce travail sera effectué dans le cadre d'une collaboration entre
l'Institut de l'environnement et de recherches agricoles (lnera) du
Burkina Faso, l'université de Virginie aux États-Unis et J'université
Laval au Canada. Le clonage ouvrira la voie au transfert par trans-
genèse de ces gènes de résistance dans des cultivars sensibles mais
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d'excellente valeur agronomique. La transformation du niébé est de
nos jours une procédure de routine selon les travaux effectués par
exemple à l' lita.
Si beaucoup d'efforts ont été consacrés à la recherche sur les gènes
de résistance du niébé, très peu a par contre été entrepris pour mieux
connaître la génétique de la plante parasite eJle-même. La connais-
sance des variations intraspécifiques reste à approfondir. Les diffé-
rentes populations devront être mieux caractérisées. Les cinq
différentes races n'ont fait l'objet d'études, rù du point de vue de la
structure des différentes populations ni du point de vue de la diver-
sité génétique. Des études antérieures conduites par Olivier et al.
(1998) ont permis de mieux caractériser plusieurs populations de
Striga hermonthica, parasite de plusieurs cultures céréalières
(sorgho, mil, mais, riz et canne à sucre). Un projet est maintenant en
voie de réalisation dans le but de mieux caractériser les différentes
races de S. gesnerioides.
Conclusion
En utilisant les techrùques AFLP et BSA, plusieurs marqueurs for-
tement liés aux gènes de résistance aux races 1 et 3 de S. gesne-
rioides ont été identifiés.
Ces marqueurs seront transformés en SCAR afin d'être utilisés dans
un programme de sélection assistée par marqueurs.
Un de ces marqueurs a été situé sur le premier groupe de liaison de
la carte génétique du rùébé et constitue de ce fait un point de départ
pour le clonage des gènes de résistance. La réalisation de ce clonage
conduira au transfert par transgenèse de la résistance aux cultivars
d'intérêt agronomique, mais sensibles au S. gesnerioides.
Enfin, des études sur les différentes races de S. gesnerioides per-
mettront une meilleure compréhension des modes d'action et d'évo-
lution du parasite et amélioreront les méthodes de lutte.
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1ntroduction
Les plantes susceptibles d'établir une symbiose fixatrice d'azote
avec l'actinomycète du sol Frankia sont appelées plantes actinorhi-
ziennes (Baker et Mullin, 1992). L'établissement de la symbiose
implique le développement d'un nouvel organe, le nodule, qui est le
site de la fixation d'azote atmosphérique par le microorganisme
symbiote. Les plantes actinorhiziennes constituent, après les légu-
mineuses, le deuxième groupe de plantes capables de fixer biologi-
quement l'azote atmosphérique (pour revue voir Berry, 1994).
Contrairement aux légumineuses qui constituent une seule famille,
les plantes actinorhiziennes ont une large répartition taxonomique;
1 Laboratoire de Physiologie cellulaire el moléculaire des arbres, IRD
GeneTrop, UR Biodev, UMR 1098. 911 avenue Agropolis, BP 5045,
34032 Montpellier cedex 1, France.
388 ... Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
elles appartiennent à environ 260 espèces, dont 24 genres répartis
en 8 familles d'angiospermes. Une seconde originalité réside dans
la structure du nodule actinorhizien (ou actinorhize) qui s'apparente
à celle d'une racine adventive induite en réponse aux signaux émis
par le microorganisme Frankia ; le nodule actinorhizien a en effet
pour origine les celJules du péricycle de la racine et possède une
vascularisation centrale. Ces nodules fixateurs d'azote constituent
donc un modèle alternatif original, considéré comme moins com-
plexe que les nodules des légumineuses (Pawlowski et Bisseling,
1996; Duhoux et al., 1996).
Le mode d'infection intracellulaire par Frankia a été décrit dans les
genres Myrica, Comptonia, Alnlts et Casuarina et peut être divisé
en plusieurs étapes (fig. 1) (Duhoux et al., 1996). Tout d'abord, en
réponse à des signaux dont la nature est encore inconnue, les poils
absorbants des racines latérales vont se déformer, puis l'actinomy-
cète va digérer la paroi primaire de certains poils absorbants et
pénétrer dans la zone de courbure de ces poils (fig. l A). La péné-
tration de Frankia s'accompagne d'une encapsulation des hyphes
par une matrice polysaccharidique d'origine végétale et par le plas-
malemme de l'hôte; cette capsule constitue l'interface entre le par-
tenaire végétal et le microsymbiote fixateur d'azote. Suite à la
pénétration du microsymbiote, une intense activité mitotique se
produit dans le cortex de la racine, près de la zone d'infection, et
conduit à la formation d'une protubérance sur la racine appelée
prénodule (fig. lB). Les filaments de Frankia vont envahir les cel-
lules corticales nouvellement formées et provoquer leur hypertro-
phie. Ce prénodule, dont la fonction est encore inconnue, n'évolue
jamais en nodule, mais constitue une étape obligatoire dans la for-
mation du lobe nodulaire. La troisième étape est l'initiation du lobe
nodulaire dans le péricycle de la racine, en général à ]'opposé des
pôles de protoxylème (fig. 1 C). Le primordium a une structure de
racine latérale et se développe en bordure ou de manière diamétra-
lement opposée à l'emplacement du prénodule. La dernière phase
est l'infection du lobe nodulaire; les filaments de Frankia pro-
gressent à partir du prénodule, prolifèrent dans les cellules corti-
cales de la racine et vont envahir le jeune lobe nodulaire (fig. l 0).
Les cellules corticales infectées vont s'hypertrophier et leur paroi
s'épaissir en lignine.
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péricycle
endoderme
A) Déformation des poils absorbants
et pénétration de l'actinomycète
cellules corticales
infectées formant
le prénodule
B) Formation du prénodule
primordium de
lobe nodulaire
C) Initiation du lobe nodulaire
dans le péricycle
D) Colonisation du jeune
lobe nodulaire
1Figure 1
Représentation schématique de l'infection par les poils absorbants
(voie intracellulaire).
Dans les années 90, plusieurs laboratoires ont entrepris l'isolement
et la caractérisation des gènes végétaux impliqués dans la relation
symbiotique avec Frankia (Pawlowski et Bisseling, 1996 ; Franche
et al., 1998 b). Ces programmes ont été réalisés sur différentes
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plantes actinorhiziennes, Alnus glutinosa, Casuarina glauca,
Datisca glomerata et Elaeagnus ; ils ont conduit à l'isolement de
gènes exprimés dans les différentes zones des lobes nodulaires: le
méristème (zone 1), la zone d'infection (zone 2), la zone de fixation
d'azote (zone 3) et la zone de sénescence des nodules (zone 4).
Beaucoup de ces gènes sont exprimés à la fois dans les nodules et
les racines, ce qui suggère que le programme génétique de morpho-
génèse racinaire est fortement impliqué lors du développement des
nodules actinorhiziens (Bogusz et al., 1996). La situation est diffé-
rente chez les légumineuses où le criblage des banques d'ADNc de
nodules a montré que la majorité des transcrits n'étaient pas expri-
més dans les racines.
Notre laboratoire a pour objectif d'étudier les interactions molécu-
laires qui président à l'établissement et au fonctionnement de la
symbiose Casuarina-Frankia.
Casuarina est un arbre tropical actinorhizien de la famille des
Casuarinaceae qui comprend environ 90 espèces d'arbres et d'ar-
bustes répartis en quatre genres : Casuarina, Allocasuarina,
Ceuthostoma et Gymnostoma. En association avec Frankia et des
champignons mycorhiziens, les Casuarinaceae peuvent croître sur
des sols marginaux carencés en azote et en phosphore. La famille des
Casuarinaceae comprend des essences tropicales, subtropicales ou
mécliterranéennes, adaptées à différents climats (arides à humides), à
différentes altitudes (0 à 3 000 m) et à différents types de sols (acides
à alcalins). Elles sont utilisées pour enrichir les sols, fixer les terrains
érodés et les dunes mobiles, produire du bois d'œuvre et de feu, ainsi
que de la fibre (National Research Council, 1984).
Dans cet article, nous décrirons la contribution de notre laboratoire
à la mise au point d'un système de transformation génétique chez
les Casuarinaceae et à la connaissance de l'expression conférée par
des promoteurs hétérologues dans ces arbres tropicaux.
Puis nous illustrerons comment les Casuarinacées transgéniques
peuvent être utilisées pour obtenir des informations sur la conser-
vation ou la divergence des programmes génétiques qui conduisent
au développement des différentes symbioses nodulaires fixatrices
d'azote.
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1Matériel et méthodes
Matériel végétal et milieux de culture
Les graines d'Allocasuarina verticillala collectées en Australie sont
désinfectées et IlÙses à germer selon la technique de Le et al. (1996).
Le IlÙlieu MSC de régénération contient les IlÙcro- et macro-élé-
ments de Murashige et Skoog (1962), les vitaIlÙnes de Nitsch et
Nitsch (1965), 20 g.L-1 de saccharose, pH 5,6 et 0,7 % de bacto-
agar Difco ; 0,5 f.lM d'ANA (acide naphtalène acétique) et 2,5 f.lM
de BA (benzylaminopurine) sont ajoutés comme régulateurs de
croissance. Le matériel végétal est repiqué toutes les trois semaines
et incubé dans une chambre de culture à 28 oC, avec une photopé-
riode de 16 h et une intensité IUIlÙneuse de 50 f.lE.m2,S"1.
Souches bactériennes et milieux de culture
La souche d'Agrobacterium tumefaciens C58Cl (pGV2260
pBINI9) (Vancanneyt el al., 1990) est cultivée à 28 oC dans le
milieu Ag (Franche et al., 1997).
Les souches de Frankia Allo2 et THR utilisées respectivement pour
l'inoculation des plantes transgéniques d'A. verticillala et de
Casuarina glauca sont cultivées à 26 oC dans le milieu BAP modi-
fié selon Benoist et al. (1992).
Transformation génétique par A. tumefaciens
La transformation génétique est effectuée sur des épicotyles des
Casuarinacées selon la technique de Franche et al. (1997). Les
plantes transgéniques sont sélectionnées en présence de 100 mg.L-1
de kanamycine et la présence des transgènes nptll et gus est vérifiée
par une analyse de type PCR (Le et al., 1996). La liste des construc-
tions géniques étudiées est décrite dans la figure 2.
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• A358 gus nos
, 1
• B
e358 gus nos
-90/-343 4xocs
1 • C
e35Socs gus nos
• 0U8Q1 gus nos
E
PsENOD128 gus nos
1 • FIbc3 gus nos
G
358 mgfp4 nos
H
358 mgfpS-ER nos
1Figure 2
Constructions géniques introduites par transformation génétique
chez les Casuarinacées.
Nodu/ation des plantes transgéniques
de Casuarinacées
L'inoculation des plantes transgéniques est réalisée en chambre de
culture selon les indications de Diem et al. (1983). Les premiers
prénodules sont visibles environ trois semaines après inoculation
par Frankia des plantes carencées en azote.
Détection de l'activité f3-g/ucuronidase
L'activité 13-glucuronidase est révélée après incubation des explants
en présence de 1 mM de X-glue (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
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I3-D-glucuronique) selon la méthode décrite par Jefferson et al.
(1987). Pour les nodules transgéniques, la révélation histochimique
est effectuée sur des coupes de 50 flm réalisées avec un vibratome.
Détection de la fluorescence
La fluorescence liée à la GFP est détectée après observation du maté-
riel végétal sous une loupe binoculaire Leica MZ FUI équipée d'un
filtre d'excitation 470-440 nm et d'un filtre d'arrêt 525-550 nm.
Résultats
La transformation génétique
des Casuarinacées par A. tumefaciens
Les techniques de transformation génétique peuvent être divisées en
deux catégories: celles qui utilisent le vecteur biologique que sont
les agrobactéries et les méthodes de transfert dites directes qui ont
pour but de forcer la pénétration du matériel génétique par des
moyens physiques, chimiques ou électriques. Lors d'expériences
préliminaires, notre laboratoire a établi que les Casuarinaceae pré-
sentent une bonne sensibilité aux agrobactéries (Phelep et al.,
1991) ; cette approche a donc été privilégiée pour obtenir des arbres
transgéniques actinorhiziens.
Les expériences de transformation génétique ont porté sur des
Casuarinaceae appartenant à deux genres différents: Allocasuarina
verticillata, espèce pour laquelle les systèmes de culture in vitro
sont bien maîtrisés, et Casuarina glauca, choisi en raison de sa
bonne aptitude à la nodulation par Frankia. Après évaluation de
plusieurs souches désarmées d'A. tumefaciens, la souche C58C 1
(pGV2260 ; pBIN19) a été choisie pour cocuitiver pendant trois
jours des fragments d'épicotyles prélevés sur des plantes âgées de
30 à 45 jours. Après lavage, les explants sont placés sur un milieu
sélectif contenant 50 mg.L-1 de kanamycine et 250 mg.L- 1 de céfo-
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taxime. Des cals résistants aux antibiotiques apparaissent au niveau
des zones de blessure sur environ 30 % des épicotyles et la diffé-
renciation de bourgeons et de rameaux est obtenue sur 70 % de ces
cals. Des plantes transgéniques d'A. verlicillala sont régénérées
quatre à six mois après l'inoculation par les agrobactéries (Franche
el al., 1997) ; pour C. glauca, l'obtention des plantes transformées
enracinées est un peu plus longue, six à neuf mois (Franche el al.,
1999). L'inoculation de ces plantes par l'actinomycète Frankia a
établi que la présence des transgènes n'a pas d'effet négatif sur l' ap-
titude à la nodulation ; l'activité réductrice d'acétylène mesurée
dans les nodules témoins non transformés et les plantes transgé-
niques est identique.
Plusieurs approches ont permis d'apporter la preuve d'un transfert
génétique dans les plantes régénérées en présence de kanamycine.
Tout d'abord, l'activité du gène rapporteur de la B-glucuronidase a
été étudiée après révélation histochirnique et dosage fluoromé-
trique. Environ 85 à 90 % des plantes régénérées expriment bien
l'activité 13-glucuronidase. Une analyse par réaction de polymérase
en chaîne portant sur un échantillonnage de 200 plantes transgé-
niques a mis en évidence que 89 % des plantes contiennent le gène
de sélection nplll et le gène rapporteur gus; le transfert du gène gus
semble avoir été affecté dans 8 % des plantes et 3 % des échan-
tillons ne présentent pas d'amplification à la fois pour les gènes
nplll et gus. Une analyse Southern a révélé J'intégration de une à
trois copies des transgènes dans le génome d'A. verlicillata et de
C. glauca (Franche el al., ]997 ; 1999).
MaÎtriser l'expression des transgènes
chez les Casuarinacées
L'introduction de gènes chez les plantes implique le contrôle de la
régulation de leur expression dans l'organisme transgénique. Cette
régulation a lieu à différents niveaux, mais le rôle de la région pro-
motrice est en général prépondérant (Guilfoyle, 1997). Si beaucoup
de publications traitent de l'étude de promoteurs dans les plantes
annuelles, on a beaucoup moins de recul sur les séquences les plus
appropriées pour exprimer un transgène de facon constitutive, spéci-
c. SANTI et al. - Un modèle pour l'étude des symbioses fixatrices d'azote actinorhiziennes T 395
fique, ou inductible, chez les arbres forestiers. li nous a donc semblé
important, avant d'entreprendre des stratégies sens ou antisens dans
les Casuarinaceae, de préciser l'expression spatiotemporelle confé-
rée par des promoteurs hétérologues constitutifs ou spécifiques.
Le promoteur constitutif 355
Nous avons dans un premier temps recherché si le promoteur 355
du virus de la mosaïque du chou-fleur (Odell et al., 1985) conférait
une expression constitutive dans les plantes transgéniques d'A. ver-
ticillata et de C. glauca. La construction utilisée contient le gène
gus (Jefferson et al., 1987) sous contrôle d'un fragment de 800 pb
du promoteur 355 et de l'extrémité 3'du gène nos de la nopaline
synthase (fig. 2 A).
Chez A. verticillata, l'analyse histochimique des plantes transgé-
niques révèle une expression GUS constitutive dans les parties
aériennes, à l'exception de l'apex des rameaux (Franche et al.,
1997). Dans la racine principale, le gène rapporteur est surtout
exprimé dans le cylindre central et la région méristématique. Dans
les jeunes racines latérales, on observe une expression GUS res-
treinte au méristème ; lorsque la racine latérale se développe, le
gène rapporteur est également exprimé dans les tissus vasculaires
dans une zone proche de l'attachement à la racine principale.
Dans les nodules d'A. verticillata, le promoteur 355 apparaît très
peu exprimé (fig. 3 A). Il n'y a pas d'activité GUS dans les cellules
corticales du nodule, que celles-ci soient ou non infectées par
Frankia ; en revanche, le gène rapporteur est exprimé dans le sys-
tème vasculaire du nodule et dans l'assise subérophellodermique
(Laplaze et al., 2000).
Dans les rameaux transgéniques de C. glauca, le promoteur 355
dirige l'expression du gène gus de façon moins constitutive que chez
A. verticillata (résultats non illustrés). Au niveau de la partie apicale,
le gène gus est surtout exprimé dans les tissus vasculaires des
écailles et des tiges; des prélèvements effectués à différents niveaux
des tiges mettent en évidence que l'activité enzymatique GUS aug-
mente avec l'âge des tissus. Ces résultats sont en accord avec ce qui
est observé dans la majorité des plantes annuelles, le promoteur 355
étant mieux exprimé dans les tissus âgés que dans les tissus jeunes.
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1 Figure 3 A
Analyse des plantes transgéniques d'Allocasuarina verticillata.
Expression du gène rapporteur de la B-glucuronidase sous
contrôle du promoteur 358 (Al dans des nodules transformés.
Dans les racines transfonnées, on trouve des spécificités d'expres-
sion absolument identiques chez C. glauca et A. verticillata, tant au
niveau de la racine principale que des racines latérales.
L'analyse histochimique du gène rapporteur dans les nodules de
C. glauca met en évidence une expression dans le système vascu-
laire et dans l'assise subérophellodermique ; contrairement à A. ver-
ticillata, une activité GUS est également notée dans certaines
cellules corticales non infectées du nodule qui contiennent de
grandes quantités de composés phénoliques (Laplaze et al., 1999).
Ces cellules corticales forment des couches concentriques qui déli-
mitent différents compartiments au sein du nodule de C. glauca. La
fonction de ces cellules corticales est encore inconnue. Aucune
coloration bleue n'est en revanche détectée dans les cellules corti-
cales du nodule dépourvues de polyphénols. Ce résultat suggère
l'existence de programmes génétiques différents selon la nature des
cellules corticales non infectées.
Les nodules de C. glauca sont caractérisés par la présence de
racines nodulaires à géotropisme négatif qui seraient impliquées
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dans les échanges gazeux. La coloration bleue GUS est faible et
limitée au système vasculaire; la partie apicale de la racine nodu-
laire ne présente pas de cristaux bleus. Les facteurs de transcription
sont donc différents dans le méristème des racines nodulaires et des
racines latérales,
L'ensemble des résultats obtenus lors de l'analyse des plantes trans-
géniques d'A. verticillata et de C. glauca exprimant la construction
35S-gus révèle que le promoteur 35S peut être utilisé pour exprimer
des gènes d'intérêt dans les tiges et les racines. En revanche, cette
séquence possède une spécificité très marquée dans les nodules
actinorhiziens ; aucune activité n'est mesurée dans les cellules cor-
ticales infectées par Frankia, aussi bien dans la zone d'infection que
dans la zone de fixation d'azote.
Bilan des autres promoteurs constitutifs étudiés
Trois constructions contenant le gène gus sous contrôle de promo-
teurs constitutifs ont été introduites chez A. verticillata : e35Sgus
(promoteur 35S dupliqué) (Kay et al., 1987), e35Socsgus (promo-
teur e35S contenant quatre copies de l'activateur de transcription
ocs) (Ellis et al., 1987), UBQl gus (promoteur du gène de l'ubiqui-
tine 1 d'Arabidopsis thaliana) (Callis et al., 1990) (fig. 2 B-D). Ces
trois constructions confèrent à des gènes hétérologues une forte
expression constitutive chez les plantes annuelles.
L'analyse histochimique révèle une activité B-glucuronidase consti-
tutive dans les tiges et les racines des plantes contenant le gène gus
sous contrôle des promoteurs e35S et e35Socs (résultats non illus-
trés). La coloration bleue dans les racines transformées est extrê-
mement intense, y compris dans les poils racinaires et la zone
d'élongation de la racine principale, et les cellules corticales des
racines latérales. Dans les nodules transgéniques, on observe avec
ces deux séquences régulatrices une très forte activité GUS dans
J'assise suberophellodermique (fig. 3 B). En revanche, l'activité
dans le système vasculaire du nodule n'est pas toujours observée
avec la construction e35Sgusocs ; la présence des quatre copies de
l'activateur de transcription ocs conduit parfois à une absence totale
d'activité GUS dans ce tissu. Dans des racines transgéniques de
tabac contenant une fusion ocs-lacZ, Teeri et al. (1989) ont établi
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1Figure 3 B
Analyse des plantes transgéniques d'Allocasuarina verticillata.
Expression du gène rapporteur de la f3-glucuronidase sous
contrôle du promoteur e3SS (B) dans des nodules transformés.
qu'il y avait une activité 13-galactosidase dans l'épiderme, mais pas
dans le tissu vasculaire; des résultats contradictoires ont été rap-
portés par le groupe de Gelvin (Konowicz et al., 1992) qui a loca-
lisé l'expression du gène rapporteur uniquement dans le système
vasculaire des plantes transformées. II est donc difficile de détenni-
ner si nos résultats sont liés à la spécificité d'expression de l' oes, ou
à un phénomène d'extinction dû aux multiples copies de cette
séquence dans notre construction.
Par contre, avec le promoteur UBQI d'A. thaliana, l'activité 8-glu-
curonidase est restreinte aux régions méristématiques : méristèmes
axillaires dans les rameaux et l'apex de la racine principale. Cette
construction est également exprimée lors de l'émergence des
racines latérales, puis s'éteint peu à peu lors de leur croissance. La
spécificité d'expression très marquée du promoteur UBQI chez
A. vertieillata se distingue de ceBe observée dans du tabac transgé-
nique où l'activité est constitutive (Callis et al., 1990). Dans le cas
des nodules transgéniques UBQl gus, quelques rares cellules du cor-
tex du nodule expriment le gène rapporteur. Aucune activité du gène
gus n'a été observée dans la zone méristématique du nodule, ce qui
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suggère l'existence de programmes génétiques différents dans les
méristèmes racinaires et nodulaires.
Étude de l'expression de promoteurs de noduline
Chez les légumineuses, au cours de l'interaction avec Rhizobium,
l'expression spécifique de certains gènes chez la plante et chez la
bactérie entraîne l'établissement de la symbiose et la formation du
nodule (pour revue voir Schultze et Kondorosi, 1998). On parle
pour les gènes de plante de gènes de noduline (Legocki et Verma,
1980). En fonction de leur cinétique d'apparition, on distingue des
nodulines précoces, exprimées avant la mise en place de la fixation
d'azote et impliquées dans le processus d'infection et l'ontogénèse
du nodule; et les nodulines tardives, synthétisées durant la mise en
place de la fixation d'azote et jouant un rôle dans le métabolisme du
nodule (Scheres et al., 1990).
L'un des objectifs de notre laboratoire est, grâce aux plantes trans-
géniques, de détemùner si les séquences régulatrices de légumi-
neuses sont reconnues dans les nodules actinorhiziens, et si elles
conservent leur spécificité d'expression. Dans ce cadre, nous avons
transformé génétiquement A. verticillata avec deux constructions
chimères contenant le gène rapporteur de la B-glucuronidase sous
contrôle d'un promoteur de gène de noduline précoce de pois,
ENODI2, et d'un promoteur de gène de noduline tardive de soja,
l'hémoglobine (fig. 2 E-F).
L'exemple d'une noduline précoce: PsENOD128
PsENOD12B est un gène de noduline précoce de pois, inductible
par les facteurs Nod de Rhizobium (Scheres el al., 1990 a, b). Chez
les légumineuses, cette séquence est transcrite dans les poils absor-
bants, les cellules corticales contenant les cordons d'infection et
dans les cellules du cortex interne des nodules qui entrent en divi-
sion dès les premières étapes de l'infection. La protéine ENOD 12
est riche en hydroxyproline et pourrait être une protéine de paroi.
Chez les plantes actinorhiziennes, aucun gène homologue à
ENOD 12 n'a pu être mis en évidence malgré les recherches entre-
prises par différents laboratoires.
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La construction PsENOD12B-gus a été introduite par transfonnation
génétique chez A. verticiLiata et l'activité du gène rapporteur a été
étudiée dans les tissus non symbiotiques et symbiotiques. Au niveau
des racines, aucune coloration n'est observée. Dans les tiges, une acti-
vité bleu pâle est notée dans le système vasculaire. Dans les nodules
actinorhiziens, l'activité GUS est localisée dans les grandes cellules
corticales infectées par Frankia qui correspondent aux cellules fixa-
trices d'azote (fig. 3 C). La séquence promotrice ENOD12 est donc
reconnue dans les plantes actinorhiziennes, mais elle ne semble pas
conserver sa spécificité d'expression dans les nodules puisque l'ex-
pression est observée dans la zone de fixation d'azote, et non dans la
zone d'infection comme chez les légumineuses. Des études sont en
cours afin de déterminer si on détecte une expression de cette cons-
truction dans les phases précoces de l'infection par Frankia.
1Figure 3 C
Analyse des plantes transgéniques d'Allocasuarina ver1icillala.
Expression du gène rapporteur de la B-glucuronidase sous contrôle
du promoteur PSENOD12 (C) dans des nodules transformés.
L'exemple d'une noduline tardive:
l'hémoglobine symbiotique de soja
L'hémoglobine est une molécule transporteuse d'oxygène présente
dans le sang et les muscles des vertébrés, mais aussi dans les plantes
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supérieures. Dans les nodules fixateurs d'azote, l'hémoglobine sym-
biotique peut représenter jusqu'à 20 à 25 % des protéines cytoplas-
miques. Elle y a pour fonction d'assurer l'approvisionnement en
oxygène des bactéries symbiotiques et de préserver le complexe nitro-
génase d'une inactivation irréversible par l'oxygène (Appleby, 1992).
Nous avons utilisé le promoteur hétérologue du gène lbd d'hémo-
globine symbiotique de soja; dans les nodules de soja, ce gène est
exprimé dans les cel1ules végétales de la zone de fixation d'azote
contenant les bactéroïdes (Stougaard el al., 1986). La construction
contenant le gène de la B-glucuronidase sous contrôle du promoteur
lbd a été placée dans le vecteur BIN19, puis introduite dans la
souche désarmée d'Agrobaclerium lumefaciens C58C 1 (pGV2260).
Une cinquantaine de plantes transgéniques d'A. verlicillala ont été
régénérées et inoculées avec la souche de Frankia Alla2.
L'incubation des parties aériennes et des racines non nodulées dans le
substrat X-gluc confmne l'absence d'activité B-glucuronidase pour
toutes les plantes transgéniques (Franche el al., 1998 a). Dans les
nodules transgéniques lbd-gus, seules les cellules infectées par
Frankia de la zone de fixation d'azote sont colorées en bleu (fig. 3 D).
1Figure 3 0
Analyse des plantes transgéniques
d'AIJocasuarina verficiIJala.
Expression du gène rapporteur
de la 13-glucuronidase sous contrOle
du promoteur Ibc3 (0)
dans des nodules transformés.
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La régulation de l'expression du promoteur d'hémoglobine apparaît
donc conservée dans les plantes actinorhiziennes. Cette séquence
devrait contribuer au succès des stratégies antisens visant à éteindre
l'expression des gènes symbiotiques dans les cellules infectées de la
zone de fixation d'azote des nodules actinorhiziens.
Évaluation du gène rapporteur
de la protéine fluorescente verte (GFP)
Le principal inconvénient lié à l'utilisation du gène rapporteur gus
réside dans la destruction des tissus végétaux lors de la mise en évi-
dence de l'activité enzymatique (Jefferson et al., 1987). Une étude
de cinétique d'expression d'une construction chimère peut donc
s'avérer très lourde car elle implique au cours du temps le sacrifice
de nombreuses plantes. Nous avons donc recherché si le gène rap-
porteur de la GFP pouvait être substitué à l'utilisation du gène gus.
Deux constructions ont été introduites chez A. venicillata (fig. 2 G-H) :
35S-mgfp4 qui contient une séquence gfp sur laquelle 84 nucléotides
ont été modifiés afin de se rapprocher des caractéristiques des séquen-
ces de plantes (Haseloff et al., 1997) ; et 35S-mgfpS-ER qui contient
une séquence adressant la protéine dans le réticulum endoplasmique
(Haseloff et Siemering, ]998). La fluorescence des plantes transgé-
niques d'A. venicillata a été comparée à celle de plantes transgéniques
de N. tabacum exprimant ces mêmes constructions.
Les résultats obtenus chez A. venicillata mettent en évidence que les
gènes mgfp4 et mgfpS-ER, placés sous contrôle du promoteur 35S,
sont exprimés chez A. venicillata. L'efficacité de transformation avec
ces constructions est comparable à celle observée avec les construc-
tions gus, ce qui suggère qu'il n'y a pas de phytotoxicité avec ce gène
rapporteur dans les Casuarinaceae. mgfp4 confère une faible fluo-
rescence aux cals et aux racines transformées; en revanche, il est
beaucoup plus difficile de déceler la fluorescence dans la partie
aérienne, sans doute en raison de la présence de chlorophylle.
La construction mgfpS-ER est beaucoup mieux exprimée que la pré-
cédente, à la fois dans les cals et les plantes transgéniques d'A. ver-
ticillata (fig. 3 E). Au niveau des racines, comme dans le cas des
plantes 35S-gus, on observe une forte expression de la GFP dans le
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1 Figure 3 E
Racines transfonnées exprimant
le gène rapporteur de la protéine
fluorescente verte (GFP)
sous contrôle du promoteur 358 (E).
système vasculaire. Dans les parties aériennes, la spécificité d'ex-
pression est à nouveau beaucoup plus difficile à analyser; seule la
partie apicale des rameaux présente une fluorescence verte. Dans
tous les cas, le niveau de fluorescence est très significatif par rap-
port aux plantes témoins non transformées. La comparaison visuelle
avec les plantes transgéniques de tabac met en évidence une fluo-
rescence un peu plus faible chez A. verticillata. L'étude des nodules
transgéniques d'A. verticillata est en cours.
Discussion
Contrairement aux symbioses Rhizobium-légumineuses, les con-
naissances du dialogue moléculaire qui s'établit entre le microorga-
nisme Frankia et les plantes actinorhiziennes restent limitées
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(Pawlowski et Bisseling, 1996 ; Franche et al., 1998 b). Panni les
problèmes rencontrés, il y a d'une part l'absence de systèmes d'ana-
lyse génétique chez le microorganisme Frankia et, d'autre part, le
fait que toutes les plantes actinorhiziennes, à l'exception de
Datisca, sont des arbres ou des arbustes. On a cependant assisté ces
dix dernières années à des avancées importantes dans l'étude du
partenaire végétal, à la fois par la mise au point des techniques d'ex-
traction d'ADN et d'ARNm permettant des approches molécu-
laires, et par l'utilisation des techniques d'hybridation in situ sur les
nodules actinorhiziens.
L'obtention de plantes transgéniques chez les Casuarinacées consti-
tue une avancée majeure pour l'étude des symbioses actinorhi-
ziennes (Franche et al., 1998 b). Le système développé dans notre
laboratoire est jusqu'à présent le seul système de transfert de gènes
permettant l'obtention de plantes actinorhiziennes transformées.
Les résultats obtenus avec l'analyse de différents promoteurs
constitutifs mettent en évidence que les promoteurs e35S et
e35Socs sont de bons candidats pour diriger l'expression de gènes
d'intérêt chez Casuarina. En revanche, aucun de ces promoteurs ne
dirige une expression dans les cellules des nodules actinorhiziens
infectées par Frankia.
Comme chez les légumineuses, la transformation génétique de
Casuarina peut désormais être utilisée pour caractériser les gènes
symbiotiques impliqués dans le développement ou le fonctionne-
ment des nodules actinorhiziens. Les études des séquences promo-
trices vont permettre de préciser la spécificité d'expression conférée
par ces séquences; les modifications physiologiques liées à l'ex-
tinction ou à la surexpression des gènes symbiotiques seront étu-
diées, et conduiront à préciser la fonction symbiotique et non
symbiotique des gènes végétaux étudiés (Laplaze et al., 2000).
Une autre utilisation des Casuarinaceae transgéniques que nous
avons illustrée dans cet article est l'étude de la spécificité d'expres-
sion conférée par un promoteur de légumineuse dans une plante acti-
norhizienne. Dans le cas du promoteur de noduline précoce
ENOD l2B de pois, les études préliminaires ont révélé que cette
séquence conserve la même spécificité d'expression non symbiotique
dans la tige d'A. verticillata. En revanche, dans les nodules actino-
rhiziens transgéniques, c'est dans les cellules végétales infectées de
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la zone de fixation d'azote que l'on trouve les facteurs de transcrip-
tion permettant l'expression de la construction PsENODJ2B-gus ;
dans les nodules des légumineuses, cette séquence est exprimée dans
la zone d'infection, mais pas dans la zone de fixation d'azote. Avec
le promoteur du gène de noduline tardive de soja, on a au contraire
une reconnaissance parfaite lorsque l'on compare les résultats obte-
nus dans les nodules de légumineuses et les nodules actinorhiziens
(Franche et al., 1998 a). Cette plus grande conservation s'explique
probablement par l'existence de gènes d'hémoglobine aussi bien
dans les légumineuses que dans les plantes actinorhiziennes, alors
que pour la noduline précoce ENOD12, aucun équivalent n'a été mis
en évidence dans les plantes actinorhiziennes malgré les efforts de
différents laboratoires.
Le travail effectué avec le gène rapporteur de la GFP montre que
l'on obtient une fluorescence très marquée chez A. verticillata avec
la séquence mgfp5-ER sous contrôle du promoteur constitutif 35S.
L'étude des nodules transgéniques permettra de déterminer l'intérêt
de ce gène pour la symbiose actinorhizienne. La mise au point de
systèmes de transformation génétique sur des espèces actinorhi-
ziennes récalcitrantes en culture in vitro ou récalcitrantes aux agro-
bactéries devrait être facilitée par l'utilisation de ce gène rapporteur
non léthal.
La symbiose Casuarina-Frankia présente plusieurs caractéristiques
intéressantes qui pourraient contribuer à faire de cette association
un modèle pour l'étude des symbioses actinorhiziennes :
- on sait cultiver à l'état pur la souche de Frankia qui nodule
Casuarina;
- les techniques de biologie moléculaire permettant l'extraction
d'ADN, d'ARN, le clonage de gènes, et l'hybridation in situ sur
nodules sont au point pour Casuarina ;
- c'est la seule plante actinorhizienne, avec Allocasuarina, que l'on
sait transformer génétiquement ; la méthode basée sur A. tumefa-
ciens permet la régénération rapide (6 mois) de nombreuses plantes
transgéniques;
- le génome de Casuarina est petit (2C =0,7 pg et 2n = 18 chro-
mosomes).
La compréhension globale du programme génétique qui se met en
place lors de l'interaction avec l'actinomycète nécessite la réalisa-
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tion d'un programme de séquençage des EST (Expressed Sequence
Tags) exprimées dans les racines non infectées et les nodules acti-
norhiziens. Les résultats obtenus devront être comparés aux pro-
grammes de séquençage développés chez les légumineuses, et
contribueront à déterminer quel est le programme génétique qui
prédispose une plante à développer des nodules fixateurs d'azote.
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Amélioration de la croissance
et de la fixation
Étude de deux acacias australiens
Acacia Holocericea A. Cunn ex G. Don. et Acacia mangium Willd
E. S. Da1
T. Guissou2
1ntroduction
La pression démographique constitue un danger réel pour les res-
sources naturelles et la fertilité des sols au Burkina Faso.
La désertification avance inexorablement dans les pays du Sahel.
Pour ralentir ce processus, le Burkina Faso s'est fixé plusieurs objec-
tifs dont la protection de l'environnement, l'autosuffisance alimen-
taire, la satisfaction des besoins de la population en produits ligneux.
Panni les essences forestières utilisées dans les programmes de
reboisement au Burkina Faso, les arbres fixateurs d'azote occupent
une place très importante parce qu'ils sont capables de pousser sur
des sols pauvres et de s'adapter à des milieux dégradés. De même,
dans les systèmes traditionnels d'utilisation des terres, les arbres
fixateurs d'azote sont souvent associés à des cultures vivrières. Panni
les acacias introduits dans la sous-région, Acacia holosericea et
1 Laboratoire CNSF, BP 2682 Ouagadougou 01. Burkina Faso.
2 Laboratoire lroet, BP 7047 Ouagadougou, Burkina Faso
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Acacia mangium font partie des plus utilisés en plantation (Turnbull,
1986 ; Gunn et Vercoe, 1992).
Cependant, ces deux espèces sont quasi absentes du paysage rural
burk.inabè. Seulement, Acacia holosericea est présente dans les
plantations du Cirad-forêt à Gonse (zone soudano-sahélienne) et
Acacia mangium à Dindéresso (zone soudano-guinéenne).
Les connaissances acquises sur ces espèces, en zone aride et semi-
aride, montrent qu' elles peuvent jouer un rôle déterminant en foreste-
rie rurale et en agroforesterie en particulier pour la production du bois
de chauffe, la lutte anti-érosive et le maintien de la fertilité des sols.
1Matériels et méthodes
Matériels
Matériel pédologique (sols)
Les sols sont prélevés à une profondeur de 10 cm dans la plantation
de A. holosericea à Gonsé et dans la plantation de A. mangium à
Dindéresso.
Un échantillon de sol est également prélevé au pied d'un Afzelia
Africana à Dindéresso.
Matériel végétal
Les graines utilisées pour A. holosericea proviennent de Sangalkam
au Sénégal et pour A. mangium de San-Pédro en Côte d'Ivoire. Ces
graines ont été récoltées dans la station de Dindéresso.
Matériel bactérien
Les souches de référence utilisées proviennent de ('IRDlDakar. 11
s'agit de souches de Bradyrhizobium ORS 802 et ORS 800.
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Méthodes
Traitement des sols
Chaque échantillon de sol est homogénéisé et réparti dans des sacs
en polyéthylène (20 x 8 cm) pour les expériences de piégeages des
souches de Bradyrhizobium.
Le sol prélevé sous A. africana est utilisé comme substrat de culture
pour comparer, dans un abri, l'efficacité des différentes souches de
Bradyrhizobium. Ce sol est désinfecté par autoclavage à 120 oC
pendant 1 h puis stocké dans des barriques.
Traitement des graines
Les graines sont traitées à J'acide sulfurique concentré à 95 % pen-
dant 30 mn puis rincées abondamment à ['eau distillée. Elles sont
ensuite trempées pendant 24 h dans l'eau distillée puis mises à ger-
mer dans l'eau gélosée à 0,8 % à l'obscurité à 30 oC dans une étuve.
Après trois jours, les graines ont germé. Elles sont débarassées de
leur tégument et repiquées en boîtes de Pétri, en tubes à essais ou en
sachets plastiques.
Piégeage des souches bactériennes
Il consiste à cultiver pendant 2 mois, des semis d'A. holosericea et
d'A. mangium sur les sols de stations. Les nodules présents sur le
système racinaire sont soigneusement récoltés pour l'isolement des
souches de Bradyrhizobium.
Isolement des souches bactériennes
L'isolement est réalisé selon la technique décrite par Cleyet-Marel (1988).
Les nodules d'un même plant sont soigneusement lavés à ['eau cou-
rante à l'aide d'un pinceau afin d'éliminer toutes les grosses parti-
cules de terre. Ils sont ensuite désinfectés superficiellement par des
trempages successifs dans de l'éthan à 95 % pendant 5 à 10 s puis
dans des bains avec du chlorure mercurique à 0,1 % de 1 à 4 mn.
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Les nodules sont abondamment rincés à l'eau distillée. Ils sont
aseptiquement écrasés dans une goutte d'eau distillée à l'aide d'une
baguette en verre.
La suspension obtenue est étalée en boîtes de Pétri par la méthode
des stries sur un milieu nutritif Yeast Mannitol Agar (YMA)
(Vincent, 1970).
Les boîtes de Pétri sont incubées, à l'étuve à 30 oC, jusqu'à l'ob-
tention de colonies de Bradyrhizobium.
Les colonies sont purifiées par des repiquages successifs.
Préparation de l'innoculum
Des colonies bactériennes sont mises en culture sur le milieu YMA
liquide sous agitation (Il rpm) pendant 7 jours dans une chambre
de culture contrôlée (photopériode 16 h, température du jour 30 oC,
température de nuit 27°C, intensité lumineuse à 6 500 lux et humi-
dité relative maintenue entre 60-70 %).
Dénombrement des bactéries en culture liquide
La méthode dilution-étalement a été utilisée pour dénombrer les
bactéries dans une culture liquide de 7 jours. Pour cela, 10 ml de
culture liquide de chaque isolat bactérien sont mis en suspension
dans 90 ml d'eau distillée maintenus en agitation.
Cela correspond à la suspension de départ qui est diluée à 10- 1• À par-
tir de cette dilution, on prépare des dilutions de 10 en 10 jusqu'à 10-9.
Nous avons prélevé 1 ml de chacune des quatre dernières dilutions
que nous avons déposées dans des boîtes de Pétri avec trois répéti-
tions par dilution. Nous avons ensuite coulé ces boîtes avec 20 ml
de milieu YMA à 40 oc.
Après une semaine de culture, des colonies sont observées sous la
loupe binoculaire en lumière rasante.
Chaque colonie représente une bactérie, et on choisit les dilutions
qui comprennent entre 30 et 300 colonies.
Nous avons compté le nombre moyen de colonies par dilution que
nous avons multiplié par le facteur de dilution pour obtenir le
nombre de bactéries dans la suspension de départ.
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Infectivité et effectivité
des souches de Bradyrhizobium
Culture en boîte de Pétri
Cette méthode permet de tester l'infectivité des isolats bactériens.
Elle est réalisée en boîtes de Pétri et consiste à déposer 5 semis pré-
gennés sur une rondelle de papier filtre reposant sur un milieu
Shemakanova sans azote (Ba et al., 1994).
Les boîtes de Pétri sont incubées pendant 7 jours en chambre de cul-
ture jusqu'à l'apparition des racines latérales.
L'inoculation consiste à tremper le système racinaire dans une cul-
ture liquide de 7 jours. Pour chaque isolat bactérien, deux boîtes de
Pétri sont inoculées. Un témoin sans inoculation est prévu. Les
boîtes sont mises à incuber en chambre de culture pendant 15 jours.
Culture en tube Gibson (1963)
Elle a pour but de tester J'infectivité et l'efficacité des différents iso-
lats bactériens sur la croisance et la fixation de l'azote chez A. holo-
sericea et A. mangium.
Le milieu nutritif de Jensen a été autoclavé pendant 3 mn à 120 oC
puis réparti dans des tubes à essais de 30 ml/tube de (220 x 20 m).
Les tubes sont ensuite bouchés avec du papier aluminium, et recou-
verts de papier collant. Ils sont stérilisés à l'autoclave pendant
20 mn à 120 oc. Ils sont ensuite inclinés de manière à obtenir un
milieu solide en pente. On réalise deux perforations, J'une par
laquelle on introduit la radicule de la plantule et l'autre pennettant
le remplissage et le maintien du niveau d'eau distillée stérile dans
les tubes. Cette dernière perforation est toujours obturée avec un
bouchon stérilisé. Les tubes sont placés en atmosphère saturée d'hu-
midité pendant 48 h pour éviter le dessèchement des cotylédons.
Nous avons apporté 1 ml d'inoculum liquide par tube dès l'appari-
tion des racines latérales. Les tubes sont ensuite placés dans la
chambre de culture pendant deux mois.
Le dispositif adopté est de type factoriel en randomisation totale à un fac-
leur (souches de Bradyrizobium) avec 9 niveaux (8 souches + témoin).
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Les plants témoins non inoculés ont reçu chacun 1 ml de YMA
liquide. Chaque traitement est répété 7 fois.
Culture en sachet dans un abri extérieur
Cette expérience permet de comparer l'efficacité des différentes
souches de Bradyrhizobium sur la croissance et la nodulation chez
A. holosericea et A. mangium cultivés sur un sol prélevé sous
Afzelia africana. Les plantules sont répiquées en pépinière dans des
sachets contenant du sol désinfecté.
Les plants sont disposés dans des chassis à 30 cm du sol sous un
abri. Ils sont arrosés une fois par jour avec de l'eau de robinet. Le
dispositif factoriel est en randomisation totale à un seul facteur
(souches de Bradyrizobium) avec 9 niveaux (8 isolats bactériens et
témoin). Chaque traitement a été répété 10 fois. L'expérience a été
réalisée en saison sèche à la température et à la lumière du jour. Les
observations sont effectuées après 3 mois de culture.
Paramètres mesurés
Le matériel est séché dans une étuve à 70 oC pendant 4 jours. Nous
avons mesuré des paramètres de croissance (hauteur des plants, poids
sec de la tige et des racines) et de fixation d'azote (nombre de nodules,
poids sec des nodules, azote total en mg/plant), diamètre au collet.
Dosage de "azote total dans les parties aériennes
Minéralisation
Dans des tubes de minéralisation, un broyat de 50 mg est additionné
à 5 ml d'acide sulfurique à 95 % en présence d'un catalyseur de
minéralisation composé de sulfate monopotassique (KHS04) et de
mercure de sélémnium anhydre (HgSe03). La minéralisation est
réalisée dans un bloc Digest20 à 350 oC pendant 3 h à la tempéra-
ture ambiante. JI est ensuite réparti dans des fioles et le volume est
ajusté à 50 ml avec de l'eau distillée.
Dosage de l'azote total
Le dosage est effectué dans un système auto-analyseur de sensibi-
lité 0,2 ppm comprenant un distributeur, une pompe, un colori-
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mètre, un bain-marie et une imprimante. Le principe du dosage est
basé sur la réaction de Berthelot modifiée. L'ammoniaque donne en
présence du dichloroisocyanure de sodium de la monochloramine
qui réagit avec le salicylate de sodium en amino-5-salicylate. Après
oxydation de ce composé, il se forme un complexe de couleur verte
dont l'absorbance est mesurée à 660 nm.
L'analyse consiste à injecter une solution de réaction ou complexant
dans un auto-analyseur. Une gamme étalon (l, 2, 6, et 8 ppm de N) est
préparée à partir d'une solution mère de NH4CI à 3,82 g/l (1 ()()() ppm
de N) d'eau distillée. Les standards (Ci) sont injectés dans l'auto-ana-
lyseur. Pour chaque valeur du standard, il se forme un complexe dont
l'intensité de coloration à 660 nm est proportionnelle à l'amplitude
(Ai) enregistrée sur l'imprimante. La courbe étalon est de la forme:
Ci =aAi + b (a et b sont des constantes).
Les échantillons sont injectés et leur concentration en azote est
déterminée à partir de cette courbe étalon. Étant donné que nous
avons minéralisé 50 ml, l'azote total exprimé en % (Ct) ou en
mg/plant (Qt) des échantillons est calculé par la formule suivante:
Ct =Ci x 20 x 50 =Ci x 1 000 (en ppm)
Ct =Ci x 0,1 (en %)
Ct =Ct x poids moyen des plants (mg ou g/plant).
Analyse statistique
Les données obtenues sont traitées avec la version 4.0 du logiciel
Statview. Les analyses de variance sont faites avec « Anova Factorial »
et les moyennes sont comparées avec le test de Fisher au seuil de pro-
babilité de 5 %.
Résultats
Isolement des souches bactériennes
Cinq souches de Bradyrhizobium ont été isolées à partir des nodules
récoltés sur des plants d'A. holosericea et d'A. mangium cultivés
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dans un abri sur trois types de sols de stations. Ces souches sont
dénommées IR 503, IR 504, IR 505, IR 506 et IR 507. Les souches
IR 507, IR 505 et IR 503 ont été isolées à partir des nodules récol-
tés sur A. holosericea. Les souches IR 506 et IR 504 ont été isolées
à partir des nodules récoltés sur A. mangium.
Souches de Plantes hôles Sols de stations Origine
Bradyrhizobium d'origine
ORS 928 A. holosericea
ORS 802 A. mangium Sénégal
ORS 800 A. mangium
IR 507 A. holosericea Dindéresso sous A. africana
IR 506 A. mangium Dindéresso sous A. mangium
IR 505 A. holosericea Gonsé sous A. holosericea Burkina-Faso
IR 504 A. mangium Dindéresso sous A. mangium
IR 503 A. holosericea Dinderesso sous A. mangium
1Tableau 1
Origine des souches de Bradyrhizobium.
Courbe de croissance
des souches de Bradyrhizobium
La figure 1 indique les courbes de croissance des différentes sou-
ches de Bradyrhizobium. Elles présentent un profil comparable.
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1Figure 1
Courbe de croissance des souches de Bradyrhizobium.
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Les bactéries de référence et celles que nous avons isolées montrent
un temps de génération supérieur à 6 h. Ces résultats montrent que
les souches IR 507, IR 506, IR 505, IR 504 et IR 503 sont des bac-
téries à croissance lente ou Bradyrhizobium.
Infectivité et efficacité
des souches de Bradyrhizobium
Culture en boîte de Pétri
Toutes les souches de Bradyrhizobium ont provoqué la nodulation
chez A. holosericea et A. mangium 9 jours après inoculation. Cette
méthode aseptique permet de vérifier l'infectivité des isolats bacté-
riens en limitant les sources de contamination. Cependant, cette
technique réalisée en atmosphère confinée limite les échanges
gazeux et donc la fixation d'azote.
Comparaison des souches de Bradyrhizobium
en tube Glbson (1963)
Du point de vue de l'infectivité des isolats bactériens, les résultats
en tubes confirment ceux obtenus en boîtes de Pétri. Le dénombre-
ment des isolats bactériens en milieu liquide a donné des résultats
comparables. Ainsi, 1 ml d'une suspension de Bradyrhizobium con-
tient de 8 x 104 à 1,8 x 105 bactéries.
Le tableau 2 présente l'effet des souches de Bradyrhizobium sur la
nodulation et la croissance chez A. holosericea. Les souches ORS 802,
ORS 800 et IR 504 ont stimulé significativement la hauteur des plants
par rapport au témoin. Par contre, les souches ORS 928, IR 507,
IR 506, IR 504 et IR 503 n'ont pas d'effet significatif par rapport au
témoin. Les souches IR 505 et ORS 802 ont amélioré significative-
ment la production de biomasse aérienne par rapport au témoin. La
souche IR 505 est la plus efficace pour ce paramètre. Toutes les autres
souches de Bradyrhizobium n'ont pas d'effet. La souche IR 505 sti-
mule également la biomasse racinaire d'environ 35 % par rapport au
témoin. C'est la meilleure souche pour ce paramètre. Lorsqu'on
considère les paramètres de la fixation d'azote comme le nombre de
nodules, les souches ORS 802, IR 505 et IR 503 ont augmenté signi-
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ficativement le nombre de nodules par rapport aux autres souches.
Concernant le poids sec des nodules, les souches IR 503, rn. 505,
ORS 802, ORS 800 et IR 506 sont les plus perfonnantes. Pour l'azote
total des parties aériennes, le nombre de répétitions ne nous a pas per-
mis de faire des analyses statistiques.
Souches Nodules Nodules Hauteur Tige Racine Azote tolal
(nb/plant) (mg/plant) (cm/plant) (mg/plant) (mg/plant) (mg/plant)
ORS 928 6,43 ac 0,00167 ak 3,757 aei 0,01586 ab 0,00700 ac 0.05
ORS 802 11,29 gh 0,00290 fklmno 3,957 dijklmn 0,03029 h 0,00543 bcijkl 0,14
ORS 800 5,14 cdel 0,00311 19hij 4,114 delgh 0,01343 bcdefg 0,00643 bdelgh 0,20
IR. 507 4,29 ad 0,00146 a 3,629 aj 0,01486 ac 0,00557 adi 0,04
IR. 506 5.72 ae 0,00353 bcdgl 3,957 abfk 0,01843 ad 0,00743 aej 0,35
IR. 505 11,43 bg 0,00358 belm 3,872 acgl 0,04072 i 0,01157 m 0,19
IR. 504 7,72 af 0,00214 acin 4,243 bchm 0,01386 ae 0,00572 afk 0,24
IR. 503 13,14 bh 0,00387 dejo 3,629 an 0,02072 al 0,00772 agi 0,05
Témoin 0,0 i 0,00000 P 3,414 a 0,01300 ag 0,00857 ah 0,01
Chaque valeur représente une moyenne de 7 plants. Dans une colonne, les moyennes suivies par
une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
Le nombre de répétitions ne permet pas une analyse statistique.
1Tableau 2
Effet des souches de Bradyrhizobium sur la nodulation et la croissance
chez des A. holosericea cultivés en tubes à essais pendant 2 mois.
Le tableau 3 présente l'effet de souches de Bradyrhizobium sur la
nodulation et la croissance chez A. mangium. Si l'on considère la
hauteur des plants, toutes les souches de Bradyrhizobium ont un
effet significatif par rapport au témoin, exception faite avec la
souche IR 503. En ce qui concerne la biomasse aérienne, les
souches ORS 800, ORS 928, ORS 802, IR 506, IR 507et IR 504 ont
un effet stimulant par rapport au témoin. Par contre, les souches
IR 505 et IR 503 n'ont pas eu d'effet sur ce paramètre. L'effet de la
souche ORS 800 est particulièrement remarquable sur la production
de biomasse aérienne. Elle est augmentée de 381 % par rapport au
témoin. Les résultats vont dans le même sens quand on considère la
biomasse racinaire. Par ailleurs, les souches ORS 802, IRS 507 et
IR 504 augmentent significativement le nombre de nodules par rap-
port aux souches IR 503, IR 505, ORS 800 et ORS 928.
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Souches Nodules Nodule Hauteur Tige Racine Azote total
(nb/plant) (mg/plant) (cm/plant) (mg/plant) (mg/plant) (mg/plant)
ORS 928 8,72 ah 0,00552 afj 3,314 adh 0,03800 afi 0,01372 ah 1,28
ORS 802 16,72 bl 0,00557 alk 3,186 ai 0,03772 agi 0,01029 bcik 0,19
ORS 800 9,14 aj 0,00360 bcdm 3,514 afk 0,04472 i 0,01572 a 0,81
IR. 507 12,29 abgi 0,00517 abhl 3,400 aej 0,03672 ahk 0,01272 abjl 1,20
IR. 506 9,57 ehijk 0,00378 jklmno 3,614chijkl 0,03486 eijk 0,01072 gkl 0,15
IR. 505 6,14 adk 0,00329 cen 3,300 agi 0,01500 bd 0,00757 cd' 0,24
1R.504 14,14 elg 0,00594 Ighi 3,743 cdefg 0,03743 efgh 0,01286 ghij 0,68
IR. 503 3,00 cd 0,00502 adeio 2,900 ab 0,001014 cd 0,00486 ef 0,17
Témoin O,Oc 0,00000 p 2,514 b 0,00929 bc 0,00729 de 0,01
Chaque valeur représente une moyenne de 7 plants. Dans une colonne, les moyennes suivies par
une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
Le nombre de répétitions ne permet pas une analyse statistique.
1Tableau 3
Effets de souches de Bradyrhizobium sur la nodulation et la croissance
chez les A. mangium cultivés en tubes à essais pendant 2 mois.
Comparaison des souches de Bradyrhizobium
sur un sol de Dindéresso
Le tableau 4 indique]' effet des souches de Bradyrhizobium sur la
croissance et la nodulation chez A. holosericea sous abri. Tous les
paramètres de croissance mesurés sur les plants inoculés sont signi-
ficativement stimulés par rapport au témoin. Lorsqu'on compare les
souches entre elles, il apparaît clairement que la souche ORS 802
est la plus perfonnante pour la hauteur, le diamètre au collet et la
biomasse aérienne des plants. Elle montre, pour ce paramètre, un
effet significatif sur la biomasse racinaire comparable aux
meilleures souches. En ce qui concerne les paramètres de la fixation
d'azote, la souche ORS 802 présente un nombre de nodules signifi-
cativement plus important que toutes les autres souches de
Bradyrhizobium. Les souches ORS 802 et ORS 800 augmentent de
façon significative le poids sec des nodules par rapport aux autres
souches de Bradyrhizobium. La souche ORS 802 est la meilleure
souche chez A. holosericea.
Le tableau 5 présente l'effet des souches de Bradyrhizobium sur la
croissance et la nodulation chez A. mangium sous abri. Les souches
ORS 802, ORS 800 et IR 504 ont augmenté de façon significative la
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hauteur, le diamètre au collet et la production de biomasse aérienne
par rapport au témoin. La biomasse racinaire est stimulée par rapport
au témoin uniquement avec les souches ORS 802 et ORS 800.
En considérant les paramètres de fixation d'azote, les souches
ORS 802 et ORS 800 sont les meilleures souches chez A. mangium.
Souches Nodules Nodules Hauteur Diam. collet Tige Racine
(nb/plant) (mg/plant) (cm/plant) (cm/plant) (mg/plant) (mg/plant)
ORS 928 1,60 a 0.008 a 17,21 a 0,23 a 1,62a 0,71 a
ORS 802 119,20 ! 0,108 b 26,82 d 0,34 i 2,85 c 0,78 a
ORS 800 53,30 b 0,113 b 22,49 b 0,28 bcde 2,27 b 0,41 bcde
IR 507 14,70 acd 0,048 cde 15,38 a 0,24 ab! 1,47 a 0,32 btghi
IR 506 3,40 a 0,065 dg 15,13ac 0,25 acg 1,32 a 0,49 acfj
IR 505 5,80 a 0,004 ahi 15,17 a 0,23 a 1,31 a 0,57 adgk
IR 504 26,80 ce 0,034 ad!h 22,78 bc 0,26 adh 1,86 ab 0,77 a
IR 503 34,10 bde 0,031 aeg 17,28 a 0,28 efgh 1,71 a 0,45 ehjk
Témoin 0,00 a 0,000 ai 9,17 e 0,16 j 0,52 d 0,13 i
Chaque valeur représente une moyenne de 10 plants. Dans une même colonne, les moyennes
suivies par une même lel1re ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
1 Tableau 4
Effets des souches de Bradyrhizobium sur la nodulation et la croissance
des plants d'A. holosericea cultivés dans un abri pendant 3 mois.
Souches Nodules Nodules Hauteur Diam. collet Tige Racine
(nb/plant) (mg/plant) (cm/plant) (cm/pianI) (mg/plant) (mg/plant)
ORS 928 1,60 a 0,002 a 13,58 a 0,21 abcdefgh 0,76 a 0,21 a
ORS 802 76,30 b 0,159 b 21,90 bcd 0,25 ai l,57 bc 0,37 bcdel
ORS 800 78,20 b 0,154 b 22,90 bel 0,26 bi 1,98 b 0,41 bghij
IR 507 19,70 ac 0,023 cde 13,06 a 0,16 cjk 0,53 a 0,16 a
IR 506 16,60 ad 0,051 cl 16,43 ag 0,21 dijl 0,91 ad 0,30 acg
IR 505 3,60 a 0,017 a 16,77 ah 0,22 eim 0,83 ae 0,24 adh
IR 504 28,90 cde 0,080 ad 21,61 cei 0,24 fi 1,29 cdef 0,37 aei
IR 503 21,60 ae 0,046 ael 18,62 dlghi 0,22 gin 0,82 al 0,36 alj
Témoin 1,67 a 0,002 a 12,67 a 0,17 hklmn 0,55 a 0,12 a
Chaque valeur représente une moyenne de 10 plants. Dans une même colonne, les moyennes
suivies par une même lel1re ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5 %.
1Tableau 5
Effets des souches de Bradyrhizobium sur la nodulation et la croissance
des plants d'A. mangium cultivés dans un abri pendant 3 mois.
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1Discussion et perspectives
Les résultats obtenus en tube sur un milieu dépourvu d'azote assimi-
lable nous ont peIDÙs de comparer l'efficacité des souches de réfé-
rence (ORS 800, ORS 802 et ORS 928) avec des souches (IR 503,
IR 504, IR 505, IR 506 et IR 507) que nous avons isolées dans les sols
du Burkina Faso. Toutes ces souches ont nodulé le système racinaire
des plants de A. holosericea et d'A. mangium. Ceci nous conduit à
penser en accord avec Dreyfus et Dommergues (1981) et Galiana
et al. (1991) que les souches de bactéries capables de noduler ces
deux espèces végétales appartierment au genre Bradyrhizobium.
L'inoculation d'A. holosericea et d'A. mangium avec ces souches de
Bradyrhizobium a un effet bénéfique sur la croissance des plants.
Chez A. holosericea, les souches ORS 802 et IR 505 stimulent la
production de biomasse aérienne respectivement de 133 % et de
213 % par rapport au témoin non inoculé. Ces deux souches de
Bradyrhizobium sont panni les meilleures quant au nombre et au
poids sec des nodules. La souche IR 505 a été la meilleure pour le
poids sec de la partie aérienne. Chez A. mangium, la souche ORS 800
a augmenté de 380 % la biomasse aérienne par rapport au témoin.
Les résultats obtenus en tube nous ont peIDÙs de déteIDÙner un pre-
mier niveau de discrimination de \' efficacité relative des souches de
Bradyrhizobium sur A holosericea et A. mangium. L'expérimentation
conduite sous abri nous a permis d'évaluer la reproductibilité des
résultats obtenus en tube.
Dans l'abri extérieur, les résultats ont été obtenus sur un sol carac-
térisé par une teneur moyenne en azote total (500 ppm) et une
teneur très faible en phosphore assimilable (4 ppm environ). Les
résultats obtenus sur A. mangium après inoculation avec ORS 800
et ORS 802 montrent une augmentation significative du nombre et
du poids sec des nodules par rapport au témoin. La souche ORS 800
est la plus performante quant à la production de biomasse aérienne
(+ 260 %). Ce résultat est comparable avec celui obtenu en tube.
Trois mois après l'inoculation, les résultats obtenus en abri confir-
ment l'efficacité de la souche ORS 802 déjà observée en tube sur la
croissance et la nodulation d'A. holosericea. Les effets de cette
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souche sont particulièrement marqués sur le nombre et le poids sec
des nodules, sur le diamètre au collet (+ 112 %) et sur la production
de biomasse aérienne (+ 448 %). La souche ORS 800 présente des
effets comparables notamment sur le poids sec des nodules.
Dans nos conditions expérimentales, nous avons travaillé sur un sol
dont la teneur en azote (500 ppm) est beaucoup plus importante. Dans
ces conditions et avec la meilleure souche, nous avons obtenu quatre
fois plus de matière sèche aérienne par rapport au témoin. Or, nous
savons que les légumineuses ont tendance à utiliser préférentielle-
ment l'azote du sol aux dépens de l'azote de l'air (Obaton, 1992). On
aurait pu s'attendre à une production moins importante de biomasse
résultant par exemple d'une inhibition de la nodulation et de la fixa-
tion comme c'est le cas dans les sols riches en nitrate. Nos résultats
montrent, tout au moins pour les meilleures souches (ORS 800 et
ORS 802), une plus grande tolérance à la teneur en azote dans Je sol.
Selon Colonna et al. (1991), des essais en pépinière ont montré
qu'une carence marquée en phospore assimilable à Il ppm dans un
sol à 200 ppm d'azote total a eu pour conséquence de rendre sans
effet l'inoculation avec des souches bactériennes sélectionnées.
Dans des conditions comparables, Cornet et Diem (1982) ont
observé une augmentation de la biomasse aérienne après inoculation
avec un champignon endomycorhizien ou avec un apport de j 0 ppm
de phosphore soluble dans le sol. Dans nos conditions d'études, cette
carence en phosphore assimilable n'a pas masqué l'effet de l'inocu-
lation sur A. mangium et A. holosericea.
Nous pouvons donc envisager des expériences d'inoculation avec
des champignons endomycorhiziens et/ou ectomycorhiziens.
Conclusion
En conclusion, il apparaît clairement qu'il est tout à fait possible
d'améliorer par la voie symbiotique la croissance et la fixation
d'azote chez A. holosericea et A. mangium dans un sol représenta-
tif de la province du HoueI. Nos travaux ont permis également de
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montrer que des souches de Bradyrhizobium (ORS 800 et ORS 802)
originaires du Sénégal sont plus performantes que celles du Burkina
Faso. Ces résultats devraient nous permettre d'envisager l'utilisa-
tion de ces deux souches en particulier dans des prograrrunes d'ino-
culation des sols de pépinière habituellement non désinfectés.
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Introduction
Les anticorps ou Immunoglobulines (lg) sont des protéines synthé-
tisées par l'organisme en réponse à la pénétration d'une molécule
étrangère, un antigène, et capables de se fixer à ce dernier par une
liaison spécifique. Les anticorps possèdent des domaines ayant des
structures et des fonctions distinctes. Ce sont des molécules en
forme de Y constituées de 2 chaînes lourdes H (Heavy chain) iden-
tiques et de 2 chaînes légères L (Light chain) identiques. Il existe
5 types principaux de chaînes lourdes (Il, y, a, E, 8) composées de
450 à 600 acides aminés et le type définit la classe d'immunoglo-
buline. Les chaînes légères peuvent être de 2 types (lC, À) compo-
1 Molecular Biology Unit, Institut Pasteur, avenue Pasteur, 13164
Téhéran, Iran.
2 Laboratoire Ingénierie des anticorps, Institut Pasteur, 25-28 rue du
Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15, France.
3 Laboratoire Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, univer-
sité Paris XI, 91405 Orsay cedex, France.
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sées d'environ 230 acides ammes. Des ponts disulfures intra-
chaînes stabilisent les différentes chaînes et d'autres inter-chaînes
lient les chaînes L aux chaînes H ainsi que les 2 chaînes lourdes
entre elles. Chaque chaîne est composée d'un domaine Variable (V)
en séquence et responsable de la fixation avec l'antigène cible, et
d'un ou plusieurs domaines relativement Constants (C) en séquence
et responsable de la fixation des molécules effectrices. Les chaînes
légères sont constituées d'un domaine V (VL) et d'un domaine
C (CL) tandis que les chaînes lourdes comprennent un domaine
V (VH) et 3 ou 4 domaines C (CH 1, CH2, CH3, C~ et CH5). Dans
chaque domaine V, existent trois régions dites hypervariables en
séquence et responsables de la reconnaissance de l'antigène dési-
gnées sous le nom de CDR (Complementary Determining Region,
« région de complémentarité») séparées par des segments relative-
ment conservés nommés « armature» (Framework). Les domaines
CH2 contiennent un site de N-glycosylation et les domaines CH2 et
CH3 contiennent des séquences intervenant dans le recrutement des
cellules cytotoxiques et la fixation du complément (Padlan, 1994 ;
Hayden et al., 1997 ; Vaughan et al., 1998; Liddell et Weeks, 1995).
Une immunoglobuline entière est théoriquement capable de fixer
deux molécules d'antigène par l'intermédiaire des régions VH et
VL' Par digestion enzymatique ou par génie génétique, il est pos-
sible d'obtenir des fragments bien déterminés de ces anticorps
(Liddell et Weeks, 1995 ; Carter et Merchant, 1997). Les fragments
F(ab'h, obtenus par digestion enzymatique par la pepsine, ont
généralement les mêmes propriétés que l'immunoglobuline entière,
excepté les caractéristiques liées aux fragments Fe. Les fragments
Fab, issus de la digestion enzymatique par la papaïne, sont relative-
ment stables et leur affinité pour l'antigène est généralement équi-
valente à celle de J'immunoglobuline entière. Les fragments Fv,
résultant de J'interaction d'un domaine VH avec un domaine VL,
sont relativement instables dans la mesure où il existe une dissocia-
tion importante des deux chaînes. Les scFv sont les plus petites
molécules capables de conserver une affinité proche de l'anticorps
de départ. Un bras peptidique flexible artificiel maintient l'associa-
tion des deux chaînes simulant ainsi la proximité des deux régions
variables dans l'immunoglobuline naturelle (Padlan, 1994; Hayden
et al., 1997 ; Liddell et Weeks, 1995 ; Carter et Merchant, 1997).
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De très nombreux gènes eucaryotes ont été exprimés chez E. coli.
Seulement, le principal inconvénient de la bactérie, comme système
de production de protéines hétérologues, réside dans son incapacité
à réaliser de nombreuses maturations post-traductionnelles néces-
saires à l'activité biologique de ces molécules. C'est la raison pour
laquelle uniquement des fragments d'anticorps (Fab ou scFv) ont
été produits dans E. coli. Compte tenu des limites et des risques de
contamination des systèmes eucaryotes animaux (cellules CHO, le
baculovirus ... ) par des virus ou prions pathogènes humains, les
plantes transgéniques constituent un système alternatif à la produc-
tion de protéines eucaryotes et notamment d'anticorps grâce au
faible coût de production de la biomasse végétale, à une plus grande
conformité de la protéine recombinée avec la molécule naturelle,
l'existence d'infrastructures de récolte, stockage et d'extraction des
molécules d'intérêt (Smith, 1996 ; Pen, 1996).
Plusieurs aspects, tels que le choix de la plante hôte et de l'organe
végétal dans lequel l'expression protéique doit se faire, influencent
les détails de la transformation végétale. De façon générale, la pre-
mière étape consiste à adapter le gène humain ou son ADN com-
plémentaire, codant l'anticorps, afin qu'il puisse s'exprimer dans la
plante. Pour cela, le gène est lié à différentes séquences régulatrices
d'ADN végétal, notamment un promoteur qui régule le niveau d'ex-
pression du gène dans la cellule (en général, le promoteur 35S du
virus de la mosaïque du choux fleur (CaMV» et un terminateur (en
général, le terminateur CaMV 35S) qui permettent à la machinerie
cellulaire de la plante hôte de reconnaître le gène introduit et de syn-
thétiser l'anticorps recombiné correspondant (Chinn et Cornai,
1996 ; Finnegan et McElroy, 1996 ; Gallie, 1998). Le gène chimère
est ensuite inséré dans un vecteur bactérien pour qu'il soit multiplié
par culture bactérienne. Le transgène est alors transféré dans les cel-
lules végétales, par le biais de différentes techniques, soit par l'in-
termédiaire de la bactérie Agrobacterium tumefaciens, soit par
transfection biolistique (canon à particules), le choix dépendant de
la plante hôte (Lindsey, 1996 ; Walkerpeach et Velten, 1994).
Les cellules végétales génétiquement transformées donnent alors
naissance à des plantes entières qui se développeront dans des
conditions de cultures sélectionnées et contrôlées. Les plantules, qui
ont bien intégré le transgène, sont repérées et isolées à l'aide d'un
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gène de résistance (le gène de résistance à la kanamycine, par
exemple). La présence d'un gène rapporteur (en général, le gène de
la luciférase, de la glucuronidase (GUS) ou de la p-galactosidase)
permet la localisation du lieu de synthèse de l'anticorps, mais éga-
lement le contrôle de l'expression du gène puisque l'introduction
d'un gène au niveau du génome végétal n'assure pas sa transcrip-
tion (existence de parties du génome non transcrites, efficacité du
promoteur. .. ) (Chinn et Cornai, 1996).
Concernant les modifications post-traductionnelles indispensables à
l'acquisition de l'activité biologique des protéines recombinées
humaines, le contrôle de l'adressage des protéines vers les différents
compartiments est essentiel. Le transport des protéines dans et à tra-
vers ces compartiments est déterminé par des informations conte-
nues dans une séquence protéique, sous forme d'un peptide signal,
par exemple KDEL, (normalement éliminé au cours du processus de
maturation de la protéine), situé à l'extrémité N-terminale ou C-ter-
minale de la chaîne polypeptidique, qui intervient sur les voies de
maturation post-traductionnelles et peut être exploité dans le but
d'obtenir une protéine possédant une conformation la plus proche
possible de celle existant chez les mammifères. Seulement, de par la
très grande diversité interspécifique des voies de glycosylation, les
protéines glycosylées dans les cellules de levure, de plante ou d'in-
secte sont particulièrement immunogènes chez les mammifères
(Smith, 1996 ; Pen, 1996 ; Conceiçâo et Raikhel, 1996 ; Conrad et
Fiedler, 1998 ; Chrispells et Faye, 1996 ; Chrispells et Faye, 1998).
Depuis l'anticorps monoclonal 6D4 qui fut le premier anticorps
produit dans une plante, en l'occurrence le tabac (Hiatt et al., 1989),
de nombreux anticorps entiers et fragments d'anticorps ont ainsi été
produits dans des plantes transgéniques, travaux qui ont permis
d'apprécier les possibilités qu'offrent ce système au niveau des
applications potentielles: la protection de la plante vis-à-vis d'un
pathogène (Smith, 1996 ; Taviadoraki et al., 1993 ; Franconi et al.,
1999), l'immunothérapie humaine (Smith, 1996 ; Ma et al., 1995 ;
Zeitlin et al., 1998) avec notamment l'exemple de l'équipe de Ma
et ses collaborateurs qui ont obtenu la production d'une IgA dimé-
rique dirigée contre une protéine d'adhésion de Streptococcus
mutans dans le tabac qui pourrait être utilisé en application locale
pour prévenir les caries dentaires (Ma et al., 1995).
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Le but de notre travail est donc l'expression de fragments d'anti-
corps de type scFv anti-cytokine humaine, IL-4 ou IL-6, dans
Nicotiana tabacum cv Xanthi. Les cytokines sont un groupe de
molécules produites par les leucocytes et qui sont impliquées dans
la transmission des signaux entre les cellules du système immuni-
taire. Elles se nomment interleukines (IL), interférons (INF), fac-
teurs nécrosant les tumeurs (TFN) et facteurs stimulant les colonies
(CSF) (Chomarat et al., 1998 ; Hirano, 1998).
L'IL-4 est une interleukine définie principalement comme étant un
facteur de prolifération des lymphocytes B. Cette molécule est
apparemment sécrétée par un nombre peu important de cellules de
type Th2. Les activités biologiques de l'IL-4 sont très nombreuses
et variées en raison de nombreux récepteurs spécifiques sur presque
tous les types cellulaires. L'IL-4 augmente le volume des cellules B
au repos sans sécrétion d'ADN, induit ou modifie de façon impor-
tante la différenciation des lymphocytes B et affecte la nature des
isotypes sécrétés. Elle inhibe également la prolifération des fibro-
blastes dans certaines conditions inflammatoires. Elle agit égaIe-
ment sur les cellules épithéliales du thymus et parfois sur les
hépatocytes. C'est une molécule qui intervient aussi dans des
domaines pathologiques et de ce fait peut avoir une implication
importante dans certains traitements comme les maladies inflam-
matoires avec un choc endotoxinique. Plus récemment, le rôle de
l' 11-4 dans des processus allergiques a été mis en évidence d'où un
caractère important dans le traitement de nombreuses infections
(Chomarat et al., 1998).
L'IL-6 est un médiateur du système immunitaire qui possède un
large spectre d'activités biologiques. De nombreuses cellules sont
capables de synthétiser J'IL-6 (macrophages, fibroblastes, cellules
endothéliales, kératinocytes, mastocytes, cellules T et de nom-
breuses cellules tumorales). Des taux sériques ou plasmatiques éle-
vés peuvent intervenir dans différentes maladies telles que les
maladies auto-immunes, les lymphomes, le sida, différentes patho-
logies inflammatoires ou après un rejet de greffe (Hirano, 1998).
Ces fragments d'anticorps scFv anti-cytokine, IL-4 ou IL-6, expri-
més dans Nicotiana tabacum seraient utilisés dans un test Elisa afin
de déterminer la concentration en cytokines dans les fluides corpo-
rels pour le diagnostic de nombreuses pathologies humaines.
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1Matériel et Méthodes
Construction de la souche
d'Agrobacterium tumefaciens
Les Anticorps monoclonaux anti-IL4 et anti-IL6 ont été produits
dans le laboratoire d'Ingénierie des anticorps à l'Institut Pasteur de
Paris, ainsi que les gènes codant pour les fragments scFv anti-cyto-
kine (lL-4 ou IL-6). Ceux ci ont été clonés dans le plasmide pHENl
pennettant son expression chez E. coli (fig. 1). Puis, une digestion
enzymatique du plasmide pHENl a abouti à la libération du gène
codant pour le fragment scFv anti-cytokine.
RB
scFv
~_~J..,-__ LB
1Figure 1
Schéma du T-DNA ayant reçu le gène correspondant
au scFv anti·cytokine.
RB : Extrémité droite; RD: Gène sélectif de résistance;
P : Promoteur; scFv ; Fragment variable simple chaîne;
c·myc-tag : peptide tag ; T : Terminateur ; LB : Ex1rémité gauche.
Ensuite, le vecteur d'expression végétale pGEJAEI, fourni par le
laboratoire du Professeur Van Montagu (université de Gent,
Belgique) (De Jaeger et al., 1999), est également digéré par le
même couple d'enzymes de restriction pour rendre possible l'inser-
tion du gène codant pour le fragment scFv (fig. 1). Par électropora-
tion, le plasmide est alors transféré dans une souche d'E. coli.
Puis, la transfonnation de la souche d'Agrobacterium tumefaciens
C58ClRifR (pGV2260) (Deblaere et al., 1985) a été réalisée en uti-
lisant la technique de conjugaison tri-parentale (fig. 2) (Walker-
peach et Velten, 1994). Deux souches d'Agrobacterium tumefaciens
C58C 1RifR (pGV2260) recombinantes ont ainsi été réalisées, cha-
cune possédant un gène codant pour un fragment scFv anti IL-4 ou
A. tumefaciens
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ll...-6. Seulement, l'ADN transmis à la plante, ne comprenant ni de
peptide signal dirigeant la production dans un organe particulier, ni
de gène rapporteur permettant la localisation de l'expression du
transgène au niveau de la plante entière, le criblage des plantes
transformées sera donc nettement plus complexe.
1Figure 2
La conjugaison tri-parentale (utilisant les fonctions bomlmob).
Une représentation schématique des interactions entre souches
et plasmides lors de la conjugaison d'un plasmide dans Agrobacterium
dans une conjugaison tri-parentale basée sur le système bomlmob.
Le plasmide" helper » (pHelper) et un plasmide Mob basé sur un CoIE1
(pMob) sont tout d'abord transférés dans une souche possédant
le plasmide avec le gène d'intérêt (pVector), ce qui aboutit à l'obtention
d'une souche d'E. coli avec Irois plasmides (au centre).
Le plasmide he/per peut maintenant mobiliser le pVector (en utilisant
le produit Mob foumit en trans par pMob) vers Agrobacterium tumefaciens.
Le pVector sera stable à l'intérieur d'Agrobacterium uniquement
en cas de recombinaison homologue avec des séquences
contenues dans le plasmide Ti (Walkerpeach et Vellen, 1994).
Pré-culture de la souche
d'Agrobacterium tumefaciens
Une pré-culture de la souche d'Agrobacterium tumefaciens recom-
binante C58CIRifR (pGV2260) dans 30 ml de milieu YEB addi-
tionné de rifampicine (100 Ilg.ml-1), de carbenicilline (100 Ilg.ml-1)
et de spectinomycine (100 Ilg.ml-t) est réalisée pendant 48 heures à
28 oC sous agitation.
Préparation des disques foliaires de tabac
Le tabac est très souvent utilisé pour tester la faisabilité de produc-
tion d'une protéine recombinée humaine par une plante transgé-
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nique, car sa transfection par des plasmides apportés par Agrobac-
terium tumefaciens, puis sa régénération, sont parfaitement maÎtri-
sées (Horsch et al., 1988). De plus, une quantité suffisante de
biomasse de tabac transgénique, permettant de procéder rapidement
aux vérifications de conformité de ladite protéine produite, peut être
obtenue trois à quatre mois après la transformation.
Le matériel végétal utilisé est le tabac, Nicotiana tabacum, variété
Xanthi, maintenu en culture in vitro sur milieu MS possédant des
feuilles âgées de plus de 6 semaines. À partir d'une feuille bien verte
de plus de cinq centimètres, des disques d'environ un centimètre de
diamètre sont découpés à l'aide d'un emporte-pièce sur une feuille
de papier filtre. Ensuite, les disques foliaires sont placés à raison de
7 par boîte, face inférieure de la feuille en contact avec le milieu de
culture favorable à la caulogénèse MSc (MS avec 2 mg.!-I de BAP
et 1 mg.!-I de Zéatine). Les boîtes de Petri sont enfin scellées avec
du parafilm et placées pendant 48 heures dans une chambre de cul-
ture à 24 oC avec une photopériode de 16 heures à 2 000 lux.
Transformation végétale
par Agrobacterium tumefaciens
La culture d'Agrobacterium tumefaciens est placée dans un tube
conique stérile de 50 ml pour permettre une centrifugation à 2 000 rpm
pendant 30 minutes. Ensuite, le surnageant est éliminé et remplacé par
un volume équivalent d'H20 distillée stérile.
La transformation végétale est réalisée par incubation de 60 secon-
des des disques foliaires de tabac dans la solution d'Agrobacterium
tumefaciens. Un transfert des disques foliaires sur papier filtre sté-
rile permet d'éliminer l'excédent de culture bactérienne. Puis, les
disques foliaires sont replacés sur le milieu MSc de pré-culture et
les boîtes de Petri scellées par du parafilm, l'infection
d'Agrobacterium tumefaciens étant améliorée en milieu humide, et
placées pendant 48 heures dans une chambre de culture à 24 oC
avec une photopériode de 16 heures à 2 000 lux.
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Sélection des transformants
Deux jours après la transformation végétale, les disques foliaires
sont transférés sur des boîtes de Petri contenant du milieu MSCA
(MSc avec des antibiotiques: 200 mg.l- i de céfotaxine pour l'éli-
mination d'Agrobacterium tumefaciens et 100 mg.!-! de kanamy-
cine pour la sélection des plantes transformées). Les boîtes de Petri
sont scellées et placées dans une chambre de culture à 24 oC avec
une photopériode de 16 heures à 2 000 lux.
Régénération de la plante entière
et micropropagation
Â partir du 30e jour environ, l' organogenèse somatique (production
de bourgeons adventifs) fait son apparition sous la forme de pousses
très vertes sur le pourtour des disques foliaires. Après quelques
jours supplémentaires, les premières feuilles sont apparentes et les
pousses les plus développées sont découpées à l'aide d'un scalpel et
placées sur un milieu MSRA favorisant la rhizogenèse (MS avec
0,03 mg.l-! d'ANA et des antibiotiques: 200 mg.!-! de céfotaxine et
100 mg.l- I de kanamycine, pour conserver la pression de sélection).
Après une quinzaine de jours, la plante entière est régénérée. Vient
alors la phase de micropropagation, nécessaire pour obtenir suffi-
samment de matériel végétal pour les différents tests. La multipli-
cation végétative de la plante de tabac à partir de chaque entre-nœud
repiqué sur un milieu MS A (MS avec des antibiotiques: 200 mg.!-I
de céfotaxine et 100 mg.l- l de kanamycine, pour conserver la pres-
sion de sélection) permet de constituer un stock de vitroplants.
Extraction des protéines totales
Les échantillons (feuilles ou racines débarrassées du milieu de cul-
ture) sont pesés et découpés avec un scalpel, dans un mortier refroidi
à 4 oc. Puis, 10 ml d'azote liquide sont directement ajoutés pour bri-
ser les parois pectocellulosiques végétales. À l'aide du pilon, l'échan-
tillon est réduit en fine poudre. Ensuite, le tampon d'extraction (Tris
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0,1 M pH 8, MgClz 10 mM, Dithiothréitol5 mM, PMSF 0,2 mM) est
ajouté en volume équivalent à la masse de l'échantillon et la solution
verdâtre homogène, obtenue après quelques lIÙnutes supplémentaires
de broyage, est transférée dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. Une
centrifugation de 30 llÙnutes à 15000 rpm permet d'obtenU- une solu-
tion transparente sans débris végétaux, qui est congelée à - 80 oc.
Criblage des plantes transformées
Par Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay (Elisa)
Un premier criblage est réalisé par test Elisa « sandwich» pour
déterminer le nombre de plantes transformées qui produisent le
fragment d'anticorps. Pour commencer, la microplaque est « coa-
tée» pendant une nuit à 4°C avec 100 1-11 d'une solution d'anticorps
monoclonal anti-cytokine humaine (anti-lL-4 (Boehringer) à
4 I-Ig.ml- I ou anti-lL-6 (Pharmingen) à 2 I-Ig.ml- I dans du PBS IX).
Après 6 lavages au PBS-Tween et saturation des puits avec du PGT
pendant 30 lIÙnutes à 37 oC, 100 1-11 d'interleukines (lL-4 ou IL-6
à 100 pg.ml- 1 dans du PGT) sont ajoutés dans chaque puits pour
2 heures à 37 oc. Après 6 lavages au PBS-Tween, 1001-11 des diffé-
rents extraits protéiques végétaux sont déposés dans les puits de la
microplaque pour une incubation de 2 heures à 37 oc. Après
6 lavages au PBS-Tween, 1001-11 d'un anticorps polyclonal de lapin
anti-c-myc (Santa Cruz Biotechnology) (0,2 I-Ig.ml- I dans du PGT)
sont ajoutés pour une heure à 37 oc. Après 6 nouveaux lavages au
PBS-Tween, 1001-11 d'anticorps anti-Ig (H + L) de lapin couplés à
la peroxydase (ll-lg.ml- I dans du PGT) sont déposés pour une heure
d'incubation à 37 oc. Après 6 lavages au PBS-Tween, le substrat de
la péroydase, l'OPO, permet enfin la révélation du test Elisa. Après
l'addition de 50 1-11 d'HCI 3 N pour stopper la réaction, la micro-
plaque est lue à 405 nm par le spectromètre Dynatech MR5000
(Oynex).
Par Immuno-transfert (Western Blot)
L'Immuno-transfert (Western-Blot) est utilisé après une électropho-
rèse SOS-Page à 15 %. Les protéines (entre 20 et 30 I-Ig) sont
ensuite transférées sur une membrane de type nitrocellulose.
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La membrane de nitrocellulose est alors saturée dans du PBS avec
3 % de BSA pendant une nuit. Puis, la membrane est mise en contact
avec un anticorps monoclonal anti-c-myc (Santa Cruz Biotech-
nology) (0,2j..lg.mJ- 1 dans du T-TBS). La membrane est lavée 3 fois
pendant 10 minutes dans du T-TBS. Des anticorps anti-Ig (H + L)
couplés à la phosphatase alcaline (1 j..lg.ml- I dans du T-TBS), sont
ajoutés et laissés une heure. Après 3 lavages de 10 minutes au
T-TBS, le substrat, une solution de BCIP (5-Bromo-4-Chloro-
IndolyLPhosphate), est mis en contact avec la membrane de nitro-
cellulose afin de penneltre la visualisation des fragments d'anticorps
scFv anti-cytokine sous la fonne d'une bande à environ 30 kDa.
Résultats
La transfonnation végétale par une souche d'Agrobacterium tume-
faciens recombinante a été réalisée pendant une minute sur des
disques foliaires mis en pré-culture sur milieu MSc deux jours
auparavant (fig. 3) : 129 disques foliaires pour le scFv anti-lL-4,
122 disques foliaires pour le scFv anti-IL-6 et 24 disques foliaires
pour le plasmide pGEJAEI. Celles-ci sont alors repiquées sur un
milieu MSRA favorisant la rhizogenèse et conservant la pression de
sélection puis sur milieu MSA. Après les différentes étapes de trans-
fonnation, 68 plantules transfonnées « anti-IL-4 », 131 plantules
« anti-IL-6 » et 2 plantules transfonnées « pGEJAE 1 » ont été obte-
nues (fig. 3). Puis, ces plantules de Nicotiana tabacum ont été répli-
quées pour pennettre leur sauvegarde mais également leur criblage
en Elisa et en immuno-transfert.
Caractéristiques physiologiques
des vitroplants transformés
L'observation des vitroplants transfonnés obtenus montre une accé-
lération de la sénescence foliaire et une dégradation des protéines
(tabl. 1).
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1Figure 3
Régénération d'une plantule entière
de Nicotiana tabacum après
transformation par une souche
d'Agrobacterium tumefaciens.
(a. Disques foliaires de tabac
en pré-culture, b. Début de
l'organogenèse sur des disques
foliaires de tabac, 4 semaines après
la transformation par Agrobacterium
tumefaciens, c. Plantule de tabac
régénérée à partir d'un disque
foliaire, 8 semaines après
la transformation par
Agrobacterium tumefaciens).
IJg de protéines Pourcentage de protéines solubles
solubles tolaleslg totales par comparaison avec
de matière fraîche la plantule non transformée
Plantule non transformée 3800 100%
Plantes IL·4 (5 clones) 1970 52%
Plantes IL·6 (5 clones) 2080 55%
1Tableau 1
quantification des protéines solubles totales de vitroplants
de Nicotiana tabacum âgés de 45 jours.
En effet, il apparaît que la quantité de protéines solubles totales de
vitroplants transformés est environ inférieure de moitié à celle
d'une plantule non transformée.
De plus, les plantules de Nicotiana tabacum transformées, mises
dans des conditions de culture in vitro, expriment une floraison
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hâtive. Les plantes acclimatées dans les serres manifestent les
mêmes comportements c'est-à-dire un vieillissement accéléré des
feuilles et une floraison active, 3 semaines en serres contre 8
semaines pour la plante non transformée (fig. 4).
IL 6 Témoin IL 4
1Figure 4
Vieillissement accéléré des feuilles et floraison active.
a- Vitroplant de tabac transformée.
b- Plants de tabac transgéniques après 3 semaines en serre.
Caractérisation biochimique des transformants
Le criblage des plantules transformées obtenues a été de deux types.
Tout d'abord, un test Elisa a été mis au point de manière à détecter
les scFv anti-cytokine humaine produits par les plantes de tabac.
Ainsi, des tests Elisa réalisés sur 50 plantules, 25 plantules « anti-
LL-4 » et 25 plantules « anti-IL-6 », ont permis de mettre en évi-
dence la présence, dans cette population, de 2 plantules produisant
l'anti-IL-4, soit 8 % et 19 plantules produisant l'anti-IL-6, soit
76 %. D'autres plantules de tabac expriment également le scFv anti-
cytokine mais en plus faible proportion. Les plantules transformées
par le plasmide pGEJAEI vide ne produisent pas de fragment d'an-
ticorps anti-cytokine.
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Des immuno-transferts ont aussi été effectués sur 16 plantules de
tabac, 8 plantules « anti-IL-6 » (1, 2, 3 et 4) et 8 plantules
« anti-IL-4 » (5, 6, 7 et 8) (fig. 5). Pour ces plantules, l'immuno-
transfert présente une double bande aux environs de 30 kOa, taille
correspondant à celle du fragment d'anticorps de type scFv anti-
cytokine humaine attendue, contrairement à la plantule de tabac non
transformée qui n'en possède qu'une.
47,5
32,5
25
16,5
6,5
1 Figure 5
Immuno-empreintes des extraits protéiques foliaires
des différents clones de tabac.
Les fragments scFv ont été détectés
avec l'anticorps monoclonal anti-c-myc.
T : Tabac non transformé;
1, 2, 3, et 4 : clones IL-6 ;
5,6, 7, et 8 : clones IL-4.
Sur toutes ces plantes, seuls les 8 clones (B, C, D, E, F, G, H, J) pro-
duisant la quantité la plus élevée de fragments d'anticorps anti-
cytokine ont été conservés et multipliés par micropropagation, afin
de pouvoir les étudier plus en détail (tabl. 2).
Afin de rechercher la localisation préférentielle des anticorps au
sein de la plante entière, nous avons, sur les clones IL-6, comparé
l'expression au niveau des feuilles et des racines. L'immuno-blot
révèle bien une accumulation beaucoup plus importante des frag-
ments d'anticorps de type anti IL-6 dans les racines que dans les
feuilles (fig. 6).
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Clones Clones
Quantité de
N° Clones protéines
IL-4 IL-6 (mg.g o ! de MF)
A Témoin non 3,8
transformé
8 1388 1,5
C 1418 1,93
D 141E 1,94
E 223G 2,49
F 1D3A 1,78
G 1118 2,8
H 122A 2,3
1 126A 1,45
1Tableau 2
Analyse des vitroplants de Nicotiana tabacum
possédant le taux d'expression le plus élevé.
Masse de matière fraîche (MF).
kDa
50
35
29
21
-
1Figure 6
Immuno-empreintes des extraits protéiques foliaires et racinaires
des vitroplants de tabac transgéniques (3 clones anti IL-6).
T : Tabac non transformé; F : feuilles; R : racines.
1Discussion et perspectives
Le nombre de plantules de tabac anti IL-4 est à peu près JO fois
moins important que celles produisant des anti IL-6. De plus, nous
avons remarqué des différences morphologiques: une certaine fra-
gilité, une coloration jaune des feuilles des plantules anti-IL-4.
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Ainsi, ces observations laisseraient penser que le scFv anti-IL-4
pourrait se fixer à une ou plusieurs molécules végétales interférant
alors sur le métabolisme général de la plante. Cette hypothèse
semble corroborer le fait que le processus de floraison est hâtif chez
les plantules de Nicotiana tabacum transformées.
Les tests Elisa ainsi que les immuno-transferts effectués démontrent
que les fragments d'anticorps de type scFv anti-cytokine, IL-4 ou
IL-6, sont dans une conformation correcte mais produits en faible
proportion. Nos résultats encore préliminaires, utilisant par western
blot une gamme étalon de scFv purifiés, semblent indiquer, que les
anticorps produits par les plantes représentent à peu près 1 % des
protéines solubles totales. Cette estimation est en accord avec les
résultats déjà obtenus dans ce domaine par de nombreuses équipes,
ayant estimé la quantité de molécules d'anticorps exprimées de
l'ordre de 1 à 2 % (Conrad et Fiedler, 1998 ; Hiatt et al., 1989 ; Ma
et al., 1995). En ce qui concerne nos résultats spécifiques sur les
anticorps dirigés contre des cytokines, le fait d'avoir observé une
forte accumulation dans les racines laisse présager un pourcentage
d'expression dépassant les estimations précédemment citées.
De plus, nous sommes en train de réaliser la purification par chro-
matographie d'affinité des scFv anti-cytokine, IL-4 ou IL-6, pré-
sents dans les extraits végétaux. Ceci pourrait permettre d'étudier
plus en détails la modulation des activités biologiques des interleu-
kines par ces anticorps.
Dans le même temps, la réalisation d'une souche d'Agrobacterium
tumefaciens possédant un plasmide ayant intégré la séquence
KDEL pourrait permettre d'augmenter de façon significative la pro-
duction de scFv au niveau du cytosol des cellules végétales
(Conceiçao et Raikhel, 1996 ; Conrad et Fiedler, 1998 ; Chrispells
et Faye, 1996 ; Chrispells et Faye, 1998).
Enfin, deux autres espèces végétales sont en cours de transforma-
tion par les souches d'Agrobacterium tumefaciens recombinantes:
la pomme de terre, Solanum tuberosum, et l'aubergine, Solanum
melongena, pour lesquelles la régénération d'une plante entière est
plus longue que pour le tabac. Alors, une comparaison de la pro-
duction de scFv anti-cytokine, IL-4 ou IL-6, entre ces différentes
espèces pourrait s'avérer particulièrement intéressante.
P. EHSANI et al. - Expression de fragments scFv anti-cytokine par des vitroplants de tabac T 443
Remerciements
Nous sommes reconnaissants au professeur Marc Van Montagu
et au docteur Ann Depicker de l'université de Gent (Belgique)
de nous avoir fourni le vecteur de transformation végétale pGEJAE 1.
Bibliographie
Carter P, Merchant M 1997 -
Engineering antibodies for imaging
and therapy. Current Opinion
in Biotechnology 8 : 449-454.
Chinn AM, Comai L 1996-
Gene transcription.
ln Transgenic plants:
a production system for industrial
and pharmaceutical proteins.
Owen MRL and Pen J eds.
John Wiley and Sons L1d,
Chichester, 27-48.
Chomarat P, Rybak ME,
Banchereau J 1998 -
Interleukin-4. In The cytokine
Handbook, 3fd ed. Thomson A ed.,
Academic Press L1d,
London, 133-174.
Chrispells MJ, Faye L 1996-
The production of recombinant
glycoproteins with defined
non-immunogenic glycans.
ln Transgenic plants:
a production system for industrial
and pharmaceutical proteins.
Owen MRL and Pen J eds.
John Wiley and Sons L1d,
Chichester, 99-113.
Chrispells MJ, Faye L 1998 -
Rien ne sert de produire,
il faut glycosyler. Biofutur 184 : 53-57.
Conceiçao ADS, Raikhel NV 1996-
Accumulation of soluble proteins in
the endomembrane system of plants.
ln Transgenic plants:
a production system for industrial
and pharmaceutical proteins.
Owen MRL and Pen J eds.
John Wiley and Sons L1d,
Chichester, 75-98.
Conrad U, Fiedler U 1998-
Compartment-specific accumulation
of recombinant immunoglobulins
in plant cells: an essential tool
for antibody production and
immunomodulation of physiological
functions and pathogen activity.
Plant Molecular Biology 38 : 101-109.
De Jaeger G, Buys D, Eeckhout D,
De Wilde C, Jacobs A, Kapila J,
Angenon G, Van Montagu M,
Gerats T, Depicker A 1999 -
High level accumulation
of single-chain variable fragments
in the cytosol of transgenic
Petunia hybida. Eur.J. Biochem.
259 : 426-434.
Deblaere R, Bytebier B, De Greve H,
Deboeck F, Schell J, Van Montagu M,
Leemans J 1985 -
Efficient octopine Ti plasmid-derived
vectors for Agrobacterium-mediated
gene transfer to plants.
Nuc!. acids Res. 13: 4777-4788.
Finnegan J, McElroy 01996-
Transgene stability. In Transgenic
plants: a production system
for industrial and pharmaceutical
proteins. Owen MRL and Pen J eds.
John Wiley and Sons L1d,
Chichester, 168-186.
444 .. Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
Franconi R, Roggero P, Pirazzi P,
Arias FJ, Desiderio A, Bilti 0,
Pashkoulov D, Maltei B, Bracci L,
Masenga V, Milne RG,
Benvenuto E 1999 -
Functional expression in bacteria
and plants of an scFv antibody
fragment against tospoviruses.
Immunotechnology 4 : 189-201.
Gallie DR 1998-
Controlling gene expression
in transgenics. Current Opinion
in Plant Biology 1 : 166-172.
Hayden MS, Gilliland LK,
Ledbelter JA 1997 -
Antibody engineering. Current
Opinion in Immunology 9 : 201-212.
Hialt A, Cafferkey R,
Bowdish K 1989 -
Production of antibodies
in transgenic plants.
Nature 342 : 76-78.
Hirano T 1998 -
Interleukin-6. In The cytokine
Handbook, 3rd ed. Thomson A ed.,
Academic Press L1d,
London, 197-228.
Horsch R, Fry J, Hoffmann N,
Neidermeyer J, Rogers S,
Fraley R 1988-
Leaf disc transformation.
ln Plant Molecular Biology Manual
AS. Gelvin Sand Schilperoort R eds.
Kluwer Academic Publishers,
The Netherlands, 1-23.
Liddell E, Weeks 1 1995 -
Antibody production by chemical
and genetic engineering.
ln Antibody Technology.
Bios Scientific Publishers eds.
Information Press L1d, Oxford, 42-60.
Lindsey K 1996 -
Plant transformation systems.
ln Transgenic plants:
a production system for industrial and
pharmaceutical proteins. Owen MRL
and Pen J eds. John Wiley and Sons
L1d, Chichester, 5-25.
Ma JKC, Hialt A, Hein M, Vine ND,
Wang F, Stabila P, Van Dolleweerd C,
Mostov K, Lehner T 1995 -
Generation and assembly
of secretory antibodies in plants.
Science 268: 716-719.
Padlan ES 1994 -
Anatomy of the antibody molecule.
Molecular Immunology 31 : 169-217.
Pen J 1996-
Comparison of host systems for the
production of recombinant proteins.
ln Transgenic plants:
a production system for industrial
and pharmaceutical proteins.
Owen MRL and Pen J eds.
John Wiley and Sons L1d,
Chichester, 149-167.
Smith MD 1996-
Antibody production in plants.
Biotechnology Advances
14: 267-281
Taviadoraki P, Benvenuto E, Trinca S,
De Martinis D, Caltaneo A,
Galeffi P 1993 -
Transgenic plants expressing
a functional single-chain Fv antibody
are specifically protected from
virus attack. Nature 366 : 469-472.
Vaughan TJ, Osbourn JK,
Tempest PR 1998-
Human antibodies by design.
Nature Biotechnology 16 : 535-539.
Walkerpeach CR, Vellen J 1994 -
Agrobacterium-mediated gene
transfert to plant cells: cointegrate
and binary vector systems. Plant
Molecular Biology Manual B1 : 1-19.
Zeitlin L, Olmsted SS, Moench TR,
Co MS, Martinell BJ, Paradkar VM,
Russell DR Queen C, Cone RA,
Whaley KJ 1998 -
A humanized monoclonal antibody
produced in transgenic plant
for immunoprotection of the vagina
against herpes.
Nature Biotechnology 16 : 1361-1364.
Architecture des voies
terpéniques impliquées
dans la biosynthèse
des alcaloïdes chez
la pervenche de Madagascar
Catharanthus roseus
A. Oudin' K. Chahed1
B. Veau1 J.-C. Chenieux1
M. Courtois1 M. Rldeau1
N. Gulvarc'h' M. Clastre'
1Introduction
Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynacée), la pervenche de
Madagascar est une plante médicinale répandue dans toutes les
régions tropicales. L'importance pharmaceutique de cette plante est
due à la présence d'alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM).
Ainsi les alcaloïdes dimères, tels la vincristine et la vinblastine,
accumulés dans les feuilles, sont des antitumoraux. L'ajmalicine, un
alcaloïde monomère, produit dans les racines, possède des effets
1 EA21DG Biomolécules et biotechnologies végétales, 31 avenue Monge,
37200 Tours, France.
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anti-hypertenseurs (Levêque et al., 1996). La culture de suspensions
cellulaires de C. roseus est une voie alternative pour la production
de ces alcaloïdes. Toutefois, les taux de synthèse restent trop faibles
pour pennettre une exploitation commerciale (Moreno et al., 1995).
L'optimisation de la production passe par une connaissance plus
approfondie des voies de biosynthèse des AIM et de leurs méca-
nismes de régulation.
La voie de biosynthèse des AIM est composée de nombreuses
étapes, toutes n'étant pas encore élucidées, localisées dans divers
compartiments cellulaires (Verpoorte et al., 1998) et dans différents
organes de la plante (Saint-Pierre et al., 1999). Elle comporte deux
voies d'entrées: celle des indoles et celles des terpènes séco-iri-
doïdes (fig. 1). Celles-ci fournissent respectivement, la tryptamine
et la sécologanine qui sont condensées en strictosidine, le premier
alcaloïde monomère de la chaîne et le précurseur universel des
AIM. La tryptamine dérive du métabolisme primaire par décar-
boxylation du tryptophane. La biosynthèse de la sécologanine
nécessite plusieurs étapes enzymatiques, pour partie localisée dans
le compartiment plastidial, à partir de l'isopentényl di phosphate
(IPP), le précurseur universel de tous les isoprénoïdes (McGarvey
et Croteau, 1995).
Jusqu'à une période récente, il était admis que la biosynthèse de
l'IPP se déroulait exclusivement dans le cytoplasme via la voie du
mévalonate. En étudiant l'incorporation de précurseurs marqués au
l3C (glucose et acétate) dans les isoprénoïdes bactériens, le groupe
de Rohmer a mis en évidence une voie alternative de biosynthèse de
l'IPP dénommée voie de Rohmer ou voie du 2C-méthyl-D-érythri-
toi 4-phosphate (MEP) (Rohmer et al., 1993). Elle débute par la
condensation du pyruvate et du glycéraldéhyde 3-phosphate pro-
duisant le désoxyxylulose 5-phosphate (DXP), une réaction cataly-
sée par la DXP synthase. Le gène correspondant (dxs) a été isolé
chez les bactéries (Sprenger et al., 1997 ; Lois et al., 1998) et
quelques plantes (Bouvier et al., 1998; Lange et al., 1998) dont
C. roseus (Chahed et al., 2000). Lors d'une seconde étape, le DXP
est converti en MEP. Cene réaction est catalysée par la DXP réduc-
toisomérase codée par le gène dxr qui a été caractérisé chez les bac-
téries (Takahashi et al., 1998), et deux plantes, Arabidopsis thaliana
(Schwender et al., 1999) et Mentha x piperita (Lange et Croteau,
A. OUDIN et al. - Voies terpéniques chez Catharanthus roseus T 447
glycéraldéhyde
\.. 3-phosphate
pyruvate
.;
DXP synthase (dxs) •
acétyl-CoA
hydroxy-
méthyl-glutaryl-CoA
.1. HMG-CoA réductase
V (hmgr)
désoxyxylulose
DXP 5-phosphate
réductoisomérase (dxr) •
méthyl-érythrital
4-phosphate
MEC .y"lh...1-')t
4-diphosphocytidyl
méthyl-érythritol
2-phosphate
~ ;1
~;I
isopentényl
diphosphate
•géranyldiphosphate
•géraniol;
loganine
•sécologaniner tryptamine
strictosidine
Alcaloïdes indoliques
monoterpéniques
1Figure 1
Schéma simplifié de la voie de biosynthèse des alcaloïdes
indoliques monoterpéniques (AIM) chez Cataranthus roseus.
Les deux voies (celles du MEP et du mévalonate)
conduisant à l'isopentényl diphosphate sont représentées.
Les AIM dérivent majoritairement de la voie du MEP.
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1999). Les trois étapes suivantes ont été élucidées uniquement chez
Escherischia coli. L'action séquentielle de deux enzymes codées par
les gènes ygbP et ychB convertit le MEP en 4-diphosphocytidyl-2C-
méthyl-D-érythritol 2-phosphate (Rohdich et al., 1999 ; Lüttgen et al.,
20(0). Ce dernier est ensuite transformé en 2C-méthyl-D-érythritol
2,4-cyclodiphosphate (MEC) par la MEC synthase codée par le
gène ygbB (Herz et al., 2000). Les étapes suivantes menant à J'IPP
ne sont pas encore identifiées.
Dans le présent article, nous décrivons la caractérisation des ADNc
de C. roseus codant trois enzymes de la voie du MEP et montrons
qu'il existe une forte corrélation entre J'expression des gènes cor-
respondants et J'accumulation alcaloïdique. Par ailleurs, des travaux
utilisant des inhibiteurs montrent que les AIM dérivent de la voie du
MEP et que celle-ci peut être régulée via des protéines prénylées.
1Matériel et méthodes
Matériel végétal et conditions de culture
Les suspensions cellulaires de C. roseus (lignée C20) sont entretenues
dans un milieu de Gamborg et al. (1968) supplémenté en saccharose
(58 mM) et contenant 4,5 !lM d'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique
(2,4-D) (nùlieu d'entretien, ME). Afin d'induire la synthèse alcaloï-
dique, les cellules âgées de sept jours sont repiquées dans un nùlieu
dépourvu de 2,4-D (nùlieu d'induction, Ml). L'ajout de zéatine
(5 !lM) au 3e jour de culture au nùlieu MI stimule l'accumulation
alcaloïdique définissant le nùlieu producteur (MP) (Décendit et al.,
1992). Les cellules sont récoltées par filtration sous vide avant dosage
des alcaloïdes et extraction des ARN. La matière sèche (exprimée en
mg) est déternùnée à partir d'une fiole contenant 50 ml de suspension
cellulaire. Les traitements par J'alcool périllylique (1 mM) ainsi que
par la fosmidomycine (concentrations comprises entre 0,1 !lM et
100 !lM) sont réalisés au 3e jour de culture.
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Isolement et clonage des ADNc
Oligonucléotides
Pour chaque ADNe isolé, un couple d'oligonucléotides dégénérés a
été choisi à partir des motifs conservés présents dans les séquences
protéiques homologues de procaryotes et de plantes (tabl. 1).
Nom des gènes Nom des amorces Séquences 5'-3'
crdxs TKT1 (s) TGG GAY GTI GGI CAY CAR
TKT2 (as) CIG CRT GYT GYT CIG CIA T
TKT3 (as) CCA GAA GTC TGA CGA An GTA T
TKT4 (s) AAC AGG CCT TCT TCC TGT TAA
TKT5 (as) TTI AGA CCT TCT TCC TGT TAA
TKT6 (s) CGA TTI CCA GAC CGA TGT TTI
TKT22 (s) pATG GCG Gn TCC GGG GCT GT
TKT23 (s) pATG ATC AGT ATA AAG AAA GAA AAA GAT
TKT24 (as) pCTC An GAA Gn TAA GGG cn cn
crdxr DXR4 (as) CKCATMTCIGGCCAICC
DXR5 (s) ATHGGIACICARACIYTIGA
DXR10 (as) TGACAGAAACTAACTGAGGCnGA
DXR12 (s) GCTTIGAAGCATCCCAACTGGAAT
crmecs YB2 (s) GAYMGIGGlTGYGARGC
YB4 (as) TAICCIGCYTCRTSCAT
YB6 (as) TGAAGAAGGTGCTCCTTICCAn
YB8 (s) GGGnACCGGACATAGGGCAAA
1Tableau 1
Séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées lors des expériences
de PCR, RT-PCR et 3'-RACE-PCR.
TKT1, TKT2, DXR4, DXR5, YB2 et YB4 sont des amorces dégénérées
(H = A, T, C ; K = G, T ; M = A, C ; R = A, G ; S = G, C ; y = C, T ; 1= Inosine).
Les amorces sens (s) et antisens (as) sont indiquées.
Amplification des ADNc
Les amorces ont été utilisées pour amplifier un fragment interne de
chaque ADNc par RT-PCR en utilisant le kit « Access RT-PCR
System » (Promega) selon les instructions du fournisseur. Chaque
fragment est cloné dans le vecteur pGEM-T (Promega). L'analyse
des séquences a permis de choisir d'autres amorces qui ont été uti-
lisées pour isoler le cadre ouvert de lecture complet de chaque
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ADNc (tab!. 1). Ainsi, l'extrémité 3'des ADNc a été isolée par
3'RACE-PCR (Gibco BrI) avec une amorce sens couplée à un adap-
tateur- (dT) antisens. Pour isoler la région S'terminale, des PCR
asymétriques ont été réalisées sur une banque ADNc orientée
Â.-ZAPII de C. roseus avec un oligonucléotide antisens choisi
à partir de la séquence des fragments internes dxs, dxr ou mecs et
l'amorce universelle MI3 réverse (orientation sens). Les fragments
PCR résultants ont été clonés et séquencés. Les cadres ouverts de
lecture complets des ADNc, dénommés respectivement crdxs, crdxr
et crmecs, ont été obtenus par une PCR finale à partir d'amorces
spécifiques.
Séquençage
Le séquençage des ADNc est effectué par la société Génome
Express. Les séquences ont été comparées en interrogeant les
banques de données avec l'algorithme BLAST (Altschul el al.,
1990). Les alignements ont été réalisés avec le programme ClustalX
(Thompson el al., 1997). La localisation des protéines a été prédite
grâce au logiciel ChloroP (Emanuelson el al., 1999).
Analyse par Northern blot
Les cellules congelées sont broyées en poudre fine dans l'azote
liquide. Les ARN totaux sont extraits à l'aide du kit « Qiaquick gel
extraction» (Qiagen), séparés sur un gel d'agarose 1,6 % contenant
2,2 M de formaldéhyde. Ils sont transférés par capillarité sur une
membrane de nylon (Hybond N+, Amersham-Pharmacia Biotech).
La membrane est incubée dans une solution de préhybridation
(6 x SSC, 50 % formarnide, 0,5 % SOS, 5 x Denhardt's et
100 Ilg.ml-I de sperme de saumon dénaturé) pendant 4 h à 42 oC
puis dans une solution d'hybridation (6 x SSC, 50 % formamide,
0,5 % SOS, 100 Ilg.ml-I de sperme de saumon dénaturé) contenant
une sonde spécifique radioactive dénaturée. Cette dernière étape se
déroule à 42 oC pendant une nuit. La membrane est lavée à tempé-
rature ambiante par deux bains de 20 mn dans une solution compo-
sée de 2 x SSC, 0,1 % SOS, puis à 65 oC dans une solution
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0,1 X SSC, 0,1 % SOS pendant 10 mn. La membrane est séchée
puis mise au contact d'un film autoradiographique (XR-Omat LS
Films, Kodak). L'incorporation du nucléotide radiomarqué [a-32p]-
dCTP dans la sonde AONc est réalisée à l'aide du kit« Megaprime
Labelling kit » (Amersham-Pharmacia Biotech).
Expression de la DXP synthase recombinante
Construction du vecteur d'expression recombinant
Un ADNc tronqué (tcrdxs) de la séquence codant le peptide signal
en N-terminal a été amplifié avec le couple d'amorces
TKT23rrKT24. Le fragment ADNc a été cloné dans le vecteur
d'expression PKK223-3 (Amersham-Pharmacia Biotech) au site
SmaI. Le plasmide résultant, pTCRDXS, est utilisé pour transfor-
mer une souche XLI-Blue d'E. coli. Les bactéries recombinantes
sont cultivées à 37 oC pendant 6 h dans le milieu de Luria-Bertani
(LB) contenant 50 Ilg.ml-1 d'ampicilline avant d'être induites par
0,5 mM d'IPTG à 25 oC durant une nuit.
Purification partielle
Les cellules recombinantes sont récoltées par centrifugation
(5000 x g pendant 10 rnn) puis reprises dans un tampon 50 mM Tris-
HCI (pH 7,6) contenant 2,5 mM OTT, 0,5 mM thiamine diphosphate
et 2,5 mM MgClz. Les cellules sont soniquées puis centrifugées
10 rnn à 12 000 x g. Ou sulfate d'ammonium solide est ajouté à
l'extrait enzymatique brut pour atteindre 40 % de saturation. Après
une centrifugation de 30 min à 12000 x g, le culot est dissout dans
un tampon A (50 mM Tris-HCI (pH 7,6) contenant 2,5 mM OTT,
0,5 mM thiamine diphosphate, 2,5 mM MgClz et 1 mM PMSF) puis
dessalé sur une colonne NAP-IO (Amersham-Pharmacia Biotech).
L'extrait protéique est déposé sur une colonne échangeuse d'anions
ResourceQ (6 ml) (système AKTApurifier, Amersham-Pharmacia
Biotech) prééquilibrée dans le tampon A. Les protéines sont éluées
par 60 ml d'un gradient linéaire de NaCI (de°à 0,25 M) dans le tam-
pon A. Les fractions recueillies sont utilisées pour les essais enzy-
matiques et sont analysées par SOS-PAGE.
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Essai enzymatique
Un mélange réactionnel composé de 50 mM Tris-HCI (pH 7,6),
1 mM DIT, 5 mM MgCI2, 0,5 mM thiamine diphosphate, 5 mM
D-glycéraldéhyde 3-phosphate, 5 mM [2_ 14C]-pyruvate (37 kEq),
et un échantillon d'extrait protéique dans un volume final de 100 fll
sont incubés pendant 2 h à 37 oc. La réaction est arrêtée par chauf-
fage à 80 oC pendant 3 mn. Après centrifugation, le surnageant est
traité par 1 unité de phosphatase alcaline pendant l h à 37 oc. Une
fraction est déposée sur une plaque de silice (Silica gel 60, Merck).
La migration s'effectue dans un solvant acétone/eau/chloro-
forme/méthanol (50/5/35/10, v/v/v/v). La radioactivité est quanti-
fiée avec un système de détection AMBIS 4000.
Autres techniques
L'analyse des protéines est réalisée par électrophorèse en gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes selon la méthode de
Laemmli (1970). Les concentrations en protéines sont estimées en
utilisant le kit Bio-Rad (Bio-Rad assay kit). Enfin, l'ajmalicine est
choisie corrune marqueur de l'accumulation alcaloïdique et est
quantifiée selon la méthode de Yahia et al. (1998).
Résultats
Caractérisation des ADNc
Au début de ce travail, seul le gène dxs (codant la DXP synthase)
d'E. coli avait été caractérisé. Ce gène fait partie d'un opéron qui
contient aussi le gène ispA codant la famésyl diphosphate synthase.
Des organisations similaires sont retrouvées dans d'autres génomes
procaryotes comme Bacillus subtilis et Haemophilus influenzae.
Nous avons comparé la séquence protéique de la DXP synthase
d'E. coli à celles déduites des ORF YqiE et HI1439 adjacents au
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gène ispA chez B. subtilis et H. influenzae. Des amorces dégénérées
ont ainsi été choisies, et nous avons amplifié un fragment interne de
930 pb. Les extrémités 5'et 3'ont été caractérisées, respectivement,
par PCR asymétrique sur une banque ADNc et par 3'RACE PCR
(Chahed et al., 20(0). La séquence complète, dénommée crdxs
(numéro d'accession AJOI1840), présente un cadre ouvert de lec-
ture codant une protéine de 719 acides aminés avec une masse
moléculaire calculée de 78 kDa. L'alignement de la séquence pep-
tidique avec d'autres DXP synthases de plantes caractérisées récem-
ment, a révélé de hauts degrés d'homologies incluant le motif de
liaison à la thiamine diphosphate.
Afin d'isoler les ADNc d.xr et mecs codant respectivement la DXP
réductoisomérase et la MEC synthase de C. roseus, une approche
similaire a été entreprise. Des analyses de séquences protéiques homo-
logues au produit des gènes d.xr et mecs d'E. coli ont permis d'ampli-
fier les ADNc complets crdxr et crmecs. La séquence nucléique crdxr
(numéro d'accession AF250235) présente un cadre ouvert de lecture
codant un peptide de 474 acides aminés avec une masse moléculaire
calculée de 51 kDa. La séquence protéique CRDXR révèle respecti-
vement 89 % et 76 % d'identité avec les DXP réductoisomérases
d'A. tluûiana (Schwender et al., 1999) et M. x piperita (Lange et
Croteau, 1999). Quant à l'ADNc crmecs (numéro d'accession
AF250236), il code une protéine de 236 acides aminés de masse molé-
culaire calculée de 25 kDa. La séquence protéique CRMECS présente
48 % d'identité avec la MEC synthase d'E. coli (Herz et al., 2000) et
90 % d'identité avec une protéine de fonction inconnue d'A. thaliana
(numéro d'accession AAF07360). Une analyse réalisée à l'aide du
progranune ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) a montré que les
régions N-terminaJes de ces trois enzymes possèdent les caractéris-
tiques de séquences d'adressage plastidiaJ (von Heijne et al., 1989).
Cette prédiction est en accord avec la localisation subcellulaire de la
voie du MEP proposée chez les plantes (Lichtenthaler, 1999).
Expression et purification partielle
de la DXP synthase recombinante
La littérature rapporte que l'expression d'une préprotéine complète
présentant un peptide d'adressage plastidial n'est pas toujours sou-
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haitable pour l'obtention d'une protéine biologiquement active
(Williams el al., 1998). Ainsi, un ADNc tronqué de ses 147 pre-
mières paires de bases (lcrdxs) a été inséré au niveau du site SmaI du
vecteur d'expression PKK223-3. Le plasmide résultant a été trans-
formé dans E. coli. Les protéines solubles ont été extraites de bacté-
ries induites par l'IPTG et séparées par électrophorèse SOS-PAGE.
La figure 2 montre la présence d'une bande correspondant à une pro-
téine d'une masse moléculaire apparente de 66 kDa dans les extraits
bruts de bactéries recombinantes. Des essais enzymatiques ont été
réalisés avec les extraits bruts incubés en présence de pyruvate froid
et de D-glycéraldéhyde 3-phosphate. Après déphosphorylation des
produits de la réaction, l'analyse par chromatographie sur couche
mince a révélé dans les essais enzymatiques réalisés avec les extra-
its bactériens contenant la protéine recombinante TCRDXS, la pré-
sence d'un produit majoritaire. Son rapport frontal est identique à
celui du D-l-désoxyxylulose témoin. La quantification des extraits
enzymatiques avec du [2_ 14C]-pyruvate a montré que ces extraits ont
une activité DXP synthase trente fois supérieure (8 nmol.mn-1.mg- J)
à ceux des bactéries témoins (0,26 nmol.mn-l.mg- 1).
1Figure 2.
Purification partielle de la DXP synthase
recombinante (TCRDXS) de C. roseus
Les protéines solubles sont extraites
des bactéries induites par l'IPTG,
Cellules d'E.coli contenant le plasmide
PKK223-3 vide: extraits bruts (piste 2)
et précipitation au sulfate d'ammonium (piste 4),
Cellules d'E.coti contenant le plasmide
recombinant pTCRDXS :
extraits bruts (piste 3) ;
précipitation au sulfate d'ammonium (piste 5)
et fraction active après chromatographie
sur colonne ResourceQ (piste 6),
97 kDa
66 kDa
42 kDa
31 kDa
Extrarts Extrarts Fraclion
bruts ccncenlrés purifiée
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Une purification partielle de TCRDXS a été réalisée. Les protéines
de l'extrait brut ont été concentrées par précipitation au sulfate
d'ammonium (40 % de saturation), puis dessalées. L'extrait pro-
téique a été déposé sur une colonne échangeuse d'anions
(ResourceQ). La protéine TCRDXS a été éluée par 0,2 M NaCI. Les
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fractions analysées par SOS-PAGE ont montré la présence d'une
bande fortement majoritaire vers 66 kDa (fig. 2).
Corrélation de l'expression des gènes crdxs,
crdxr et crmecs avec la biosynthèse des AIM
Nous avons étudié l'expression des gènes correspondants par des
expériences de Northern blot dans les cultures cellulaires de
C. roseus. Nous disposons d'une souche (C20) qui n'accumule pas
d'AIM lorsqu'elle est cultivée dans le milieu ME. Le transfert des
cellules dans le milieu MI induit la production des AIM.
L'expression des gènes a été étudiée dans les deux conditions de
culture sur des cellules âgées de 3 à 7 jours. Parallèlement, nous
nous sommes intéressés à l'expression du gène hmgr (Maldonado-
Mendoza et al., 1992) codant l'hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA
réductase, une enzyme-clé de la voie du mévalonate. Comme le
montre la figure 3, aucun transcrit crdxs et crdxr n'a été détecté dans
les cellules cultivées dans le milieu ME. Par contre, dans les cellules
cultivées dans un milieu MI, les transcrits s'accumulent dès le
4e jour de culture. Les ARNm crmecs sont présents dans les cellules
cultivées dans les deux types de milieu, mais leur quantité augmente
fortement après la suppression de 2,4-0. Aucune différence signifi-
cative n'a été observée entre les profils d'expression du gène hmgr
des cellules cultivées dans le milieu ME ou MI. Ces résultats sug-
gèrent qu'il existe une corrélation étroite entre l'expression des
gènes crdxs, crdxr et crmecs et la biosynthèse des AIM.
Inhibition de la biosynthèse des AIM
par la fosmidomycine
(Schwender et al. 1999) ont montré qu'un antibiotique, la fosmido-
mycine, inhibe spécifiquement l'activité OXP réductoisomérase.
Nous avons cultivé les cellules C20 de C. roseus, dans un milieu MP
en présence de cet inhibiteur. La figure 4 révèle que la fosmidomy-
cine inhibe de manière dose-dépendante la production d'AIM, sans
affecter la croissance cellulaire. Ces résultats confirment ceux obte-
nus par l'étude de l'expression des gènes et montrent clairement une
implication de la voie du MEP dans la production des AIM.
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Cinétique d'accumulation des transcrits crdxs, crdxr, crmecs
et hmgr dans les suspensions cellulaires de C. roseus.
Les cellules ont été cultivées dans un milieu ME (A) ou MI (8).
Le taux d'ajmalicine, utilisé comme marqueur de la production
alcaloïdique, est exprimé en ~g.g.l de matière sèche (MS).
Les Northem blot ont été effectués à partir de 30 ~g d'ARN.
La visualisation des ARN ribosomaux par le bromure d'éthidium
est utilisée pour vérifier qu'une même quantité d'ARN
a été déposée dans chaque puits.
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Inhibition de la biosynthèse des AIM par la fosmidomycine.
Les cellules ont été cultivées dans un milieu MP.
Le taux d'ajmalicine est exprimé en mg.g" de matière sèche (MS).
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Répression du gène crdxs
dans les cellules traitées par l'alcool périllylique
Un traitement à l'alcool périllylique, un inhibiteur des prényltrans-
férases (Morehead et al., 1995), a été réalisé sur des cellules de
C. roseus cultivées dans le milieu MI. Un suivi des taux de matière
sèche des cellules a montré que ce traitement n'affectait pas leur
croissance. La figure 5 montre que la teneur en AIM est considéra-
blement réduite dans ces conditions. D'autre part, cette inhibition
est associée à une diminution des taux de transcrits crdxs.
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1 Figure 5
Répression du gène crdxs et inhibition de la biosynthèse
des AIM dans les cellules de C. roseus traitées par l'alcool
périllylique. Les cellules ont été cultivées dans un milieu ME,
MI ou dans un milieu d'induction contenant 1 mM d'alcool périllylique
(MI+SP). La quantité de matière sèche (MS) est exprimée en mg
par fiole. Le taux d'ajmalicine est exprimé en ~g.g-1 MS.
Les expériences de Northern blot ont été réalisées à partir de 30 ~g
d'ARN extraits au 5e jour de culture. La visualisation des ARN
ribosomaux par le bromure d'éthidium est utilisée pour vérifier
qu'une même quantité d'ARN a été déposée dans chaque puits.
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1Discussion
Les ADNc codant la DXP synthase, la DXP réductoisomérase et la
MEC synthase, trois enzymes de la voie du MEP, ont été caractéri-
sés chez C. roseus. L'expression hétérologue de la DXP synthase
« pseudomature » (TCRDXS) a montré que cette enzyme catalyse
la condensation du pyruvate et du glycéraldéhyde 3-phosphate en
DXP. L'expression des gènes crdxs, crdxr et crmecs est fortement
induite dans les cellules productrices d'AIM. Une telle observation
est en accord avec l'idée que la voie du MEP est impliquée dans la
biosynthèse des AIM, comme l'ont suggéré Contin et al. (1998) par
des expériences fondées sur la 13C RMN. Ce résultat se trouve ren-
forcé par ceux obtenus avec un inhibiteur de la DXP réductoisomé-
rase, la fosmidomycine, montrant que ce composé inhibe la
production alcaloïdique. Une corrélation entre la production d'iso-
prénoïdes plastidiaux (chlorophylles, caroténoïdes ... ) et l'expres-
sion du gène dxs a été mise en évidence dans d'autres espèces
végétales (Mandel et al., 1996 ; Bouvier et al., 1998). Dans les cel-
lules sécrétrices de la menthe par exemple, l'accumulation des
transcrits dxs précède l'augmentation de la production des mono-
terpènes (Lange et al, 1998). Il est généralement admis que les
monoterpènes comme le géraniol, l'un des précurseurs des AIM
chez C. roseus, sont exclusivement synthétisés dans les plastes via
la voie du MEP. En effet, de nombreux travaux indiquent que cette
voie est localisée dans le compartiment plastidial (Lichtenthaler,
1999). Parmi ceux-ci, on peut citer les résultats obtenus par Araki
et al. (2000) montrant que la GFP (Green Fluorescent Protein) cou-
plée au peptide de transit de la DXP synthase d'A. thaliana est
adressée vers les chloroplastes. Ainsi, le schéma qui prévaut actuel-
lement montre que les monoterpènes sont biosynthétisés dans les
plastes via la voie du MEP alors que les stérols dérivent de la voie
du mévalonate localisée dans le cytoplasme (Lichtenthaler, 1999).
Toutefois, dans certains cas, il semble qu'il n'y ait pas de séparation
absolue entre les isoprénoïdes issus des deux voies de biosynthèse
menant à l'IPP. Il en est ainsi des sesquiterpènes de la camomille
dont deux unités isopréniques sont majoritairement formées via la
voie du MEP alors que la troisième unité dérive de la voie du méva-
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lonate (Adam et al., 1999). Une coopération analogue pourrait exis-
ter dans la fonnation des AIM. Chez Rauwolfia serpentina,
Eichinger et al. (1999) ont montré par des études d'incorporation de
précurseurs marqués au I3C, que la biosynthèse de loganine s'ef-
fectue via la voie du MEP. Cependant, d'après les auteurs, la faible
incorporation de [2- 14C]-mévalonate dans la loganine, rapportée
dans des travaux antérieurs, pourrait être due à un échange de méta-
bolites entre les deux voies de biosynthèse. Des résultats obtenus
par notre équipe avec la pravastatine, un inhibiteur de l'HMGR,
peuvent être interprétés dans ce sens. La littérature rapporte que la
pravastatine (ou certains de ses analogues) bloque la synthèse des
stérols sans affecter la production d'isoprénoïdes plastidiaux
comme les caroténoïdes et les chlorophylles. Cependant, nos obser-
vations se démarquent de ces résultats. En effet, lorsque des cellules
de C. roseus cultivées dans un milieu MI sont traitées par la pra-
vastatine, on observe une diminution des teneurs en stérols et en
AIM. L'effet de la drogue peut être contre-balancé par l'ajout de
mévalonate exogène. Lorsque ce dernier est marqué au 14C, la
radioactivité se retrouve incorporée dans les stérols et dans les pro-
téines prénylées, mais pas dans les alcaloïdes (Imbault et al., 1996).
Si l'on admet que les AIM dérivent majoritairement de la voie du
MEP, comme l'ont montré Contin et al. (1998) et Eichinger et al.
(1999) ainsi que les travaux utilisant la fosmydomicine dans le pré-
sent article, ces résultats suggèrent que la voie du mévalonate, dans
une moindre mesure, pourrait également participer à leur synthèse.
L'absence de marquage radioactif dans les alcaloïdes serait due,
dans ce cas, à un faible taux d'incorporation de [2- 14C]-mévalonate.
Une autre hypothèse n'est pas à exclure: elle repose sur la parti-
cipation d'un dérivé terpénique issu de la voie du mévalonate dans
la régulation de la voie de biosynthèse des AIM. Les protéines pré-
nylées nous sont apparues comme pouvant être de bons candidats
impHqués dans un tel mécanisme. Lors de traitements pravasta-
tine/[2- 14C]-mévalonate sur des cellules cultivées en milieu ME ou
MI, des différences dans les profils électrophorétiques de protéines
marquées ont été obtenus (résultats non publiés). Les protéines
prénylées subissent une modification post-traductionnelle dans
laquelle un groupement farnésyl ou géranylgéranyl est greffé à
l'extrémité C-tenninale du polypeptide. Cette réaction est cataly-
sée par les prényltransférases (Clarke, 1992). Ces dernières peu-
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vent être inhibées par certaines drogues comme l'alcool péril1y-
lique. Dans les cellules de C. roseus productrices d'alcaloïdes, ce
composé inhibe fortement la biosynthèse des AIM tout en répri-
mant l'expression du gène crdxs. Ainsi, la voie du mévalonate, par
l'intermédiaire des protéines prénylées pourrait exercer un
contrôle sur la chaîne de biosynthèse des alcaloïdes et plus parti-
culièrement sur la voie du MEP. Par ailleurs, on peut envisager que
la voie du MEP participe également à l'élaboration de groupe-
ments terpényl incorporés dans des protéines prénylées plasti-
diales, assurant ainsi sa propre régulation (fig. 6). Enfin, la nature
de ces protéines prénylées n'est pas élucidée. Chez les plantes, il a
été montré que les petites protéines G (Yalovsky et al., 1996) ainsi
que le facteur de transcription APETALA-I peuvent être prénylés
(Gruissem, 1999).
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Modèle supposé de l'architecture des voies terpéniques
impliquées dans la biosynthèse des AIM chez C. roseus.
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La découverte de la voie du MEP étant relativement récente, peu de
données existent aujourd'hui quant à sa coopération avec la voie du
mévalonate au sein d'une même cellule. Un dialogue doit s'instau-
rer entre ces deux voies et la régulation spatiale qui doit s'opérer
dans la cellule végétale pourrait être le pendant de la régulation tem-
porelle des deux voies que l'on observe chez la bactérie du genre
Streptomyces (Seto et al., 1996).
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Analyse de la réponse au
stress hydrique chez le maïs
Apport de la génétique quantitative
moléculaire et de la protéomique
A. LeonardP
D. De Vienne1
S. Pelleschi2
J.-L. Prioul2
M. ZIvy1
1ntroduction
La disponibilité en eau est un facteur limitant majeur pour la crois-
sance et la productivité des plantes, particulièrement pour le maïs,
qui termine son cycle à une période de faible pluviométrie. Comme
la plupart des caractères qui intéressent l'arnéliorateur de plantes, la
résistance à la sécheresse est un caractère quantitatif, c'est-à-dire à
distribution continue: d'une part son déterminisme est polygénique
et d'autre part l'expression de cette résistance est très influencée par
les conditions environnementales. Mais tous les gènes impliqués
1 Station de génétique végétale, Inra/UPS/INA PG, ferme du Moulon,
91190 Gif-sur-Yvette, France.
2 Laboratoire de Structure et métabolisme des plantes, CNRS/UPS, IBP,
91405 Orsay, France.
466 ... Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
dans la résistance n'ont pas la même importance: on peut supposer
que le polymorphisme d'une petite partie d'entre eux est respon-
sable d'une grande part de la variabilité génétique observée au
niveau de la tolérance à la contrainte hydrique (Prioul et al., 1997).
L'objectif de notre travail est d'identifier ces gènes. Pour ce faire,
deux approches sont menées en parallèle:
- la première consiste à décomposer la réponse au stress hydrique
en mesurant des caractères à différents niveaux (biochimique, hor-
monal, physiologique, phénologique et morphologique) et à carto-
graphier les régions chromosomiques qui contrôlent ces caractères
(QTL, Quantitative Trait Locus) ;
- la seconde cherche à identifier les modifications d'expression du
génome sous l'effet de la contrainte hydrique (transcriptome et pro-
téome), dans différents organes, à djfférents stades de développement.
La combinaison de ces deux approches permet de proposer des
gènes candidats dont le polymorphisme peut expliquer la variation
de la réponse au stress hydrique, et ouvre la voie à l'amélioration
pour une meilleure tolérance à la sécheresse.
1Cartographie de QTL
Les QTL sont des locus dont le polymorphisme est responsable, au
moins en partie, de la variation du caractère quantitatif auquel on
s'intéresse. On peut détecter un QTL dès que l'on dispose d'un mar-
queur polymorphe en déséquilibre de liaison avec le QTL (fig. 1).
Pour cartographier les QTL il faut (i) disposer d'une population en
ségrégation présentant de la variabilité pour le caractère d'intérêt,
(ii) déterminer le génotype de chaque individu de la population pour
un grand nombre de locus marqueurs afin de construire une carte
génétique saturée, (iii) mesurer la valeur du caractère quantitatif
pour chaque individu de la descendance et (iv) appliquer des
méthodes biométriques pour localiser les locus marqueurs liés au(x)
QTL et en estimer divers paramètres génétiques. La méthode la plus
simple est l'analyse de variance à un facteur, qui consiste à compa-
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rer les moyennes des valeurs du caractère entre les différentes
classes génotypiques au marqueur. De nombreuses méthodes plus
sophistiquées existent aujourd'hui, dont la cartographie d'intervalle
simple (avec le logiciel Mapmaker/QTL développé par Lander et
Botstein, 1989 et plus récemment les méthodes de cartographie
d'intervalle composite (Jansen, 1993 ; Zeng, 1994) qui confèrent
une meilleure précision et surtout une plus grande puissance de
détection.
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Les populations en ségrégation les plus couramment utilisées sont
les descendances F2, les back-cross et les populations de lignées
recombinantes. Ces dernières sont obtenues par autofécondations
successives à partir d'individus F2 en descendance « monograine ».
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Ce type de population présente l'avantage d'être reproductible à
l'identique par autofécondation et donc de permettre la mesure d'un
grand nombre de caractères dans de multiples conditions environ-
nementales et sur un grand nombre d'individus génétiquement iden-
tiques. Un nouveau type de population est développé actuellement,
les lignées hautement recombinantes: des cycles de panmixie sont
intercalés avant les cycles d'autofécondations successives, ce qui
augmente le taux de recombinaison entre 2 marqueurs proches, per-
mettant ainsi des les ordonner plus précisément et donc de localiser
plus finement les QTL détectés.
Le principal problème qui surgit une fois le QTL détecté est effecti-
vement de savoir à quel(s) gène(s) iL correspond et comment attein-
dre ce(s) gène(s). Sachant qu'avec une population de LOO lignées
recombinantes les intervalles de confiance des QTL se situent au
mieux autour de ± 10 cM et étant donné la grande taille des génomes
végétaux (tabl. 1), un grand nombre de gènes peuvent se situer dans
l'intervalle. C'est pourquoi bien que de nombreux QTL aient été
détectés chez les pLantes pour des caractères divers, très peu ont été
caractérisés au niveau moléculaire (de Vienne et al., 1999). C'est ici
que se situe l'intérêt de l'approche gène/protéine candidat.
Longueur génétique totale Longueur ADN/cM
en cM
Arabidopsis 630 140 kb
Riz 1 575 280 kb
Soja 2700 440 kb
Tomate 1 267 750 kb
Haricot 830 780 kb
Colza 1 016 1 200 kb
Maïs 1860 1 400 kb
Blé 3500 4600 kb
1Tableau 1
Relation entre distances physiques et génétiques
chez les espèces pour lesquelles on dispose
de cartes de liaisons génétiques saturées
(d'après de Vienne, 1998 Les marqueurs moléculaires
en génétique et biotechnologies Végétales, Inra, Paris).
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1Approche gène/protéine candidat
À mesure que les programmes sur les génomes se développent, de
plus en plus de gènes de fonction connue sont recensés dans les
bases de données et sont localisés sur les cartes physiques ou géné-
tiques. On peut ainsi sélectionner des gènes selon un premier critère
qui sera un critère fonctionnel: les gènes candidats seront les gènes
dont la fonction est en rapport avec le caractère d'intérêt. Le
deuxième critère est génétique, il intervient quand J'expression du
gène est variable dans la population:
- soit parce que le gène de structure est polymorphe;
- soit parce que les gènes contrôlant son expression (au niveau de
la transcription, traduction ou post-traduction) sont polymorphes.
On s'intéresse par exemple à la variation d'activité d'enzymes
impliquées dans une voie métabolique importante dans la réalisa-
tion du caractère d'intérêt. Mais on ne peut pas mesurer les activi-
tés d'un grand nombre de ces enzymes. D'où l'intérêt de l'étude du
« protéome » (The PROTEin complement expressed by a genOME,
Wilkins et al., 1996), qui permet de mesurer la variation des quan-
tités de protéines. On peut en effet estimer que la variation de quan-
tité d'une protéine est la composante majeure de la variation de son
activité. Les méthodes d'identification des protéines ont fait récem-
ment beaucoup de progrès: outre l'identification par microséquen-
çage ou par la composition en acides aminés, l'utilisation de la
spectrométrie de masse permet aujourd'hui une identification à plus
grande échelle. Les protéines sont révélées sur les gels d'électro-
phorèse bidimensionnelle (0 'Farrell , 1975) et quantifiées par ana-
lyse automatique des gels. La variation des quantités de protéines
pourra être mesurée en fonction de critères physiologiques et en
fonction des variations génétiques (fig. 2). Les protéines candidates
pourront alors être sélectionnées, selon deux critères:
- fonctionnel: protéines dont la quantité est régulée parallèlement
à la variation du caractère d'intérêt ;
- génétique : la quantité de la protéine est variable selon le géno-
type. On peut alors appliquer la méthodologie de détection de QTL
aux quantités de protéines, en cherchant à cartographier les PQL
(Protein Quantity Loci) de ces protéines (Damerval et al., 1994).
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témoin
1Figure 2
Variation des quantités de protéines révélées par électrophorèse
bidimensionnelle: comparaison de 2 lignées L1 et L2, en condition
témoin et en condition de stress hydrique. Le rond entoure un spot
protéique qui est plus intense chez L2 que chez L1. Les flèches
claires indiquent un train de spots qui apparaît avec le stress
hydrique et les flèches noires une variation de position
(variation allélique du gène de structure codant pour la protéine).
Les gènes et protéines candidats vont être finalement sélectionnés
après la recherche de co-localisations entre les gènes de structure, les
PQL de protéines et les QTL du caractère d'intérêt (fig. 3). Pour éviter
les co-localisations fortuites, on s'attachera surtout aux co-localisa-
tions multiples. L'intérêt des protéines apparaît quand le gène de struc-
ture lui-même n'est pas variable mais que la quantité de protéine l'est:
la cartographie des PQL devient possible et permet de relier la varia-
tion de quantité de la protéine et la variation du caractère quantitatif.
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A- Polymorphisme du gène de structure
chr1 chr1
Gène de
structure
Gène de
structure Il POLOTL
B- Polymorphisme de gènes contrôlant son expression
Gène de
structure
chr1 chr2
Il
PQL1
OTL1
chr3
1
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1 QTl2
1Figure 3
Recherche de co-localisations entre les OTl du caractère d'intérêt,
le gène de structure et les pal d'une protéine.
Application à l'étude de la tolérance
à la sécheresse chez le maïs
Ce travail a été réalisé sur une population de 145 lignées recombi-
nantes issues de 2 lignées de maïs, F-2 et 10. F-2 est une lignée
« sensible» au stress hydrique et 10 une lignée « tolérante» (fig. 4).
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B- Sénescence
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1 Figure 4
Variation entre les 2 lignées parentales F-2
et 10 pour des caractères de réponse au stress hydrique:
rendement (A), sénescence (B) (nombre de feuilles sèches/somme
de températures entre floraison et notation)
et protandrie (C) (somme de températures entre la floraison mâle
et la floraison femelle). Blanc: condition témoin;
noir: condition de stress hydrique.
Cette population a été caractérisée pour sa réponse au stress
hydrique au champ (rendement, croissance, sénescence, protandrie)
et en serre (ajustement osmotique, diminution de la croissance, de
la photosynthèse, synthèse d'acide abscissique (ABA) endogène).
La réponse a également été mesurée au niveau biochimique: 1) par
la mesure des activités d'enzymes impliquées dans le métabolisme
carboné, teneurs en sucres solubles, en amidon, et 2) par les quanti-
tés de protéines révélées par électrophorèse bidimensionnelle.
La carte de marqueurs RFLP construite avec cette population de
lignées recombinantes a été utilisée pour localiser: (i) des QTL de
caractères de réponse au stress hydrique, (ii) des QTL d'activités
d'enzymes clés du métabolisme du carbone, (iii) des PQL de pro-
téines affectées par la contrainte hydrique et (iv) des gènes de fonc-
tion connue, pouvant a priori jouer un rôle dans la tolérance à la
sécheresse. Diverses co-localisations ont ensuite été recherchées.
Quelques résultats marquants seront évoqués ici.
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Invertase acide soluble
Les réponses physiologiques ont été analysées sur de jeunes
plantes au stade 4 feuilles adultes, cultivées en serre et soumises
pendant 9 jours à un arrêt d'arrosage. On observe une augmenta-
tion précoce (2e-4e jour) de l'activité invertase acide soluble,
enzyme impliquée dans la dégradation du saccharose dans les
vacuoles. Celle augmentation est très corrélée avec un accroisse-
ment des teneurs en hexoses. Celle augmentation précède la baisse
de la photosynthèse, mais coïncide avec l'accumulation d'ABA
endogène dans la sève du xylème. En revanche, l'état hydrique de
la plante est peu modifié. L'augmentation de l'activité invertase
est variable selon le génotype et corrélée avec l'accumulation du
transcrit d' Ivr2, l'un des 2 gènes codant pour cette enzyme
(fig. 5). La détection de QTL pour l'activité invertase montre
qu'en condition témoin, le QTL majeur se situe au niveau du gène
Ivr2 sur le chromosome 5, alors qu'en condition de stress
hydrique, bien qu'il existe un QTL au même endroit, le QTL
majeur se situe sur le chromosome 2, près de Incw2 qui code pour
un gène invertase pariétale (fig. 6). Une mutation de ce gène
Incw2 produit le phénotype « grain miniature », avec les 2 activi-
tés invertase pariétales et vacuolaires réduites (Cheng et al.,
1996). Ce résultat montre que si Ivr2 est un bon candidat QTL
pour l'activité invertase en condition témoin. Il existe d'autres
facteurs, spécifiques de la contrainte hydrique, responsables de la
variation d'activité de l'invertase vacuolaire chez les plantes stres-
sées (Pelleschi et al., 1999 ; Prioul et al., 1999).
Étude des protéines affectées
par la contrainte hydrique
Les protéines affectées par la sécheresse ont été étudiées par élec-
trophorèse bidimensionnelle, au niveau de la base de la feuille 6
de jeunes plantules après 10 jours de stress. La comparaison des
2 lignées parentales et de leur hybride FI en condition de stress
hydrique et en condition témoin a permis de révéler 78 protéines
affectées par le stress hydrique, dont 50 étaient induites. Des varia-
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1Figure 5
Cinétique de l'activité et de la quantité d'ARNm
pour l'invertase acide, et teneur en hexoses,
chez les 2 lignées parentales F-2 et 10.
A) activité invertase acide soluble,
S) teneur en glucose + fructose,
C) quantité de l'ARNm du gène ivr2.
o condition témoin,
• condition de stress (d'après Pelleschi et al., 1999).
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1Figure 6
OTL d'activité de l'invertase acide soluble.
Les OTL sont représentés par les ellipses.
En clair: condition témoin; en noir: condition de stress hydrique.
La hauteur de "ellipse représente l'intervalle de confiance du OTL,
sa largeur est proportionnelle à l'effet du OTL.
Ivr1 et ivr2 codent pour l'invertase acide soluble
et incw1 et incw2 pour l'invertase pariétale
(d'après Prioul et al., 1999).
tions selon le génotype (effet génotype ou interaction géno-
type*traitement) ont été révélées pour 28 de ces protéines. Des
fiÙcroséquences de fragments internes de 42 de ces protéines de
stress, candidates potentielles, ont permis l'identification de 36 pro-
téines (Riccardi et al., 1998) (fig. 7). L'une d'entre elles est la pro-
téine ASR (ABNwater stress/ripening induced), dont la quantité
augmente avec le stress chez 10 mais qui n'est jamais détectée chez
F-2. L'ADNc de l' ASR 1 (isolé par M. HOfer, non publié) a été
cartograph.ié sur le chromosome 10, au niveau du PQL de pré-
sence/absence de la protéine, dans une région où se trouve un QTL
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1 Figure 7
Protéines affectées par le stress hydrique.
pour la protandrie et un QTL pour la sénescence (fig. 8). Ce résul-
tat suggère que le polymorphisme du gène de structure de l'ASRl
est responsable de la variation de présence/absence de la protéine,
qui affecte elle-même de façon pléiotropique les autres caractères
de réponse au stress. Des expériences de transformation sont en
cours pour vérifier cette hypothèse. D'autres exemples sont déve-
loppés dans de Vienne et al. (1999).
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Cartographie ASR
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A5R Cartographie POL
Protandrie
Sénescence Cartographie OTL
sc170b TRF
sc412a,=-SaIT
sc15_POL
sc348a
umc44b
sc64_RS [10 cM
1Figure 8
Sur le chromosome 10 du maïs,
co-localisation entre un OTL
de protandrie, un OTL de sénescence,
un POL de la protéine ASR1
et l'ADNe du gène codant
pour cette protéine
(d'après de Vienne et al., 1999).
1Conclusion
Le protéome permet de mettre en relation les études sur la physio-
logie des plantes et les informations d'ordre génétique. On peut,
d'une part, mettre en évidence les voies ou portion de voies méta-
boliques impliquées et, d'autre part, proposer un certain nombre de
gènes ou protéines candidats. Ces gènes ou protéines candidats
devront ensuite être validés. Différentes approches sont possibles:
- l'étude dans d'autres fonds génétiques, par exemple une popula-
tion de lignées non apparentées où le déséquilibre de liaison sera
minimal: si la corrélation persiste entre le polymorphisme du gène
ou de la protéine et la variation du caractère quantitatif, l'hypothèse
du lien de causalité est renforcée ;
-l'étude de complémentation, dans le cas où il existe un mutant cor-
respondant au gène candidat (comme dans les travaux de Doebley chez
le maïs pour un QTL d'architecture de la plante, Doebley el al., 1995) ;
- les analyses de fonction;
- la transformation.
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Stabilité de la production
en gra.ins d'une collection
de blé tendre
Comparaison de résultats
M. Ben Salem1
M. Deghals2
A. SIama1
Ilntroduction
Les emblavures réservées au blé tendre (BT) en Tunisie sont rela-
tivement inférieures à celles consacrées aux autres céréales, dont
essentiellement le blé dur (BD) et l'orge. En effet, sur 1,6 million d'ha
(moyenne du 8e plan) réservés à la cultures des céréales, le blé dur
occupe 0,88 Mha (55 %) contre 0,55 (34 %), 0,15 (9,5 %) et 0,1
(0,6 %) respectivement pour l'orge, le blé tendre et le triticale (minis-
tère de l'Agriculture, 1998). La superficie emblavée en BT n'a par
ailleurs évolué que très peu depuis plus de 50 années. En contrepar-
tie, un déficit chronique, relativement élevé, est enregistré pour cette
céréale et, en moyenne, 72 % de nos besoins sont annuellement
importés (O.c., 1998).
1 Inral, laboratoire de Physiologie végétale, rue Hedi Karray, 2080 Ariana,
Tunis, Tunisie.
2 Inral, laboratoire de Génétique des céréales, rue Hedi Karray, 2080 Ariana,
Tunis, Tunisie.
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Malgré le fait que la culture de BT soit concentrée essentiellement
dans les gouvernorats du nord-ouest sub-humide, les productions
sont soumises à des fluctuations importantes dues aux contraintes
hydriques et caloriques. Ainsi, l'examen des possibilités de l'amé-
lioration de la stabilité des productions de cette espèce, en présence
de telles contraintes, nous a semblé intéressante, surtout que le BT
a été relativement moins étudié que les deux espèces prépondé-
rantes en Afrique du Nord, en l'occurrence le BD et l'orge.
Nous avons choisi l'approche relationnelle qui associe un comporte-
ment donné à un ensemble de caractères agronomiques ou agrophy-
siologiques (Ben Abdallah et Ben Salem, 1993 ; Ben Salem el al.,
1997). Cette approche peut conduire à court et moyen terme à la
détermination de critères de sélection pouvant être utilisés dans un
progranune de sélection variétale visant à améliorer la résistance à la
sécheresse des végétaux. À long terme, cette approche peut conduire
à la détermination de QTL associés à la résistance à la sécheresse
(Forster el al. 1999,2000).
Matériel et méthodes
Ce travail constitue un exemple de coopération entre un progranune
classique d'amélioration variétale et un programme d'amélioration
des capacités d'adaptation des végétaux aux contraintes abiotiques.
Pendant cinq années, sur trois sites de culture, nous avons exploité un
essai d'étude de rendement impliquant 25 variétés. Cet essai était
conduit par le progranune d'amélioration du BT. Notre objectif était
de réaliser quelques mesures agronomiques et agrophysiologiques afin
de les associer à une recherche de stabilité de la production en grains.
Les résultats présentés correspondent à trois années (1996/97 ;
1997/98 et 1998/99) et à deux sites de culture: le Kef semi-aride
supérieur (nord-ouest de la Tunisie) et Béjà (nord-ouest sub-
humide). Les mesures agronomiques et agrophysiologiques ont été
réalisées au cours de la campagne 199912000. Les répartitions de la
pluviométrie et des températures, au cours des différentes cam-
pagnes, sont données dans le tableau 1.
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Pluviométrie (mm)
Béjà (Bi) Kef (KF)
96/97 97/98 98199 99/2000 96197 97/98 98/99 99/2000
Nov. 34,6 235,0 128,9 92,7 10,2 127,5 69,4 121,2
Déc. 89,2 164,6 77,2 72,0 29,0 102,5 26,7 80,9
Janv. 159,3 105,4 188,2 27,8 138,4 54,5 199,4 8,6
Fév. 60,2 62,8 65,5 32,3 67,6 49,6 48,6 22,0
Mars 19,6 108,4 125,0 0,4 43,3 61,3 60,7 7,4
Avril 96,2 24,0 32,0 34,4 94,5 35,4 8,9 33,4
Mai 16,8 36,3 30,2 47,9 81,4 30,0 98,6 159,4
Total 475,4 736,5 647,0 307,5 359,6 405,8 409,0 432,9
Températures (OC)
Béjà (Bj) Kef (KF)
96/97 97/98 98/99 99/2000 96/97 97/98 98199 99/2000
M. m. M. m. M. m. M. m. M. m. M. m. M. m. M. m.
Nov. 22,1 8,4 20,3 9,5 19,9 8,2 20,2 9,6 20,3 6,6 17,8 8,0 19,0 6,2 17,6 8,1
Déc. 17,8 5,1 16,1 7,6 15,9 5,3 15,9 6,3 17,3 3,6 14,4 5,6 14,1 3,5 13,4 4,3
Janv. 16,1 5,0 14,8 5,4 15,6 7,0 14,0 2,8 14,8 4,0 13,6 3,1 13,1 4,1 11,9 0,0
Fév. 16,9 5,6 16,8 4,5 12,6 3,3 17,2 4,5 15,0 4,3 14,0 2,1 9,9 1,6 15,4 2,7
Mars 18,6 3,3 18,0 4,3 19,8 6,2 21,3 5,2 16,4 2,7 16,2 2,9 18,3 4,7 20,0 3,9
Avril 20,3 5,7 23,2 7,5 21,6 6,5 25,0 9,0 18,5 6,5 22,4 6,4 20,7 5,4 23,6 8,3
Mai 29,010,7 25,410,2 31,813,5 30,514,3 28,010,8 24,110,5 31,313,6 28,714,3
Juin 35,816,8 32,715,1 32,4 15,8 - - 35,518,1 32,114,9 31,916,2 - -
Moy. 22,1 7,6 20,9 8,0 21,2 8,2 20,6 7,4 20,7 7,1 19,36,7 19,8 6,9 18,6 5,9
1 Tableau 1
Variation de la pluviométrie mensuelle et de la température
dans les deux sites de culture Béjà (Bi) et le Kef (Kt),
au cours des quatre campagnes céréalières:
1996/97 ; 1997/98 ; 1998199 et 1999/2000
(D'après Deghais, 1996).
Matériel végétal
Les caractéristiques des vingt-cinq variétés utilisées sont reportées
dans le tableau 2.
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Variété Pedigree Principales caractéristiques
1. Dougga 74 Klein Peliso/Rafaella//2"8156(R) 85 cm ; 92 j ; MS oid.
2. Ariana 66 Kenya 338 x Etoile de choisy 110 cm ; 10 j après FxA
3. FxA Florence X Aurore 115 cm ; 85 j ; toI. oid
4. Vaga 92 4777"21/FKn/Gb/3Nee5/4/Buc"S"/Pvn"S"" 75 cm;
5. Salambô PatollCorre Caminos/lnia 66" 90 cm ; précoce
6. Byrsa 87 Galio/Cukoo"S"IIKavkazlSuper X" 80 cm ; TR Verse
7. Tanit 80 Tezanos Pintos precoztpatoma//Siete Cerros" 88 cm ; précoce
8. Utique 96 Attila = NDNG9144I1KaIlBb/3/Yaco/4Nee5" 90 cm ; précoce
BT 2715
9. BT2731 95 cm ; 84 j (Bj).
10. Tébica Seri/Buc "S" 80 cm;
11. BT 2750 Bow"S"lIdougga74 (P30)"" 80 cm ; 91 j (Bi)
12. Mexipak 65 non cultivée en grande culture 85 cm ; 92 j (Bi)
13. Cham 4 (Origine; SYRIE) 85 cm ; 92 j (Bi)
14. BT2751 Bow "S"lIdougga74 (P43)"" 80 cm; 91 j (Bi)
15.lnia66 Lerma Rojo x Sonora 64" " 90 j (Bj)
16. Sollane 72 Sonora 64/Klein Rendidor 90 cm ; 92 j5Bi)
17. Carthage 74 Napo-Tobari "S" x 8156 R" 80 cm ; précoce
18. Fath 95 cm ; 89 j (Bi)
19. Baroota Sélec. dans un mélange introduit en 1913 115 cm ; 108 j (Bj)
20. EAP 63A Guélma 120 cm; 107 i (Bi)
21. Richelle halive (Hative 110, Sél ; Boeuf; 1913) 120 cm; 104 j (Bi)
22. Mahon73 Sél. Boeuf. lot. provenant de sîles Baléares 100 cm; 106 j (Bi)
23. Achtar 95 cm ; 97 j (Bi)
24. Razzak DMx69-331/Karim"" 75-105 cm ; précoce
25. Karim 21563-AA"S" x Fg"S"" 75-105 cm ; précoce
(10 j avant Inrat 69)
" croisements réalisés au Cimmyt
"" croisements réalisés en Tunisie.
1Tableau 2
Caractéristiques principales des 25 variétés de blé tendre utilisées
au cours des différentes campagnes céréalières dans les deux
sites de culture: Béjà (Bj) et le Kef (Kf).
Conduite des essais
L'essai variétal est à quatre répétitions complètement randomisées, la
variété étant le facteur étudié. Chaque parcelle élémentaire est com-
posée de six lignes de 6 m espacées de 25 cm. La densité de semis
est d'environ 25 grains/mètre linéaire, soit l'équivalent d'environ
110 kg/ha. Les semis ont été réalisés aux environs du J5 novembre.
Le précédent cultural était une jachère travaillée. Les essais ont reçu
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chaque année les apports en engrais suivants: 67 unités de super 45,
80 unités d'azote apportées en deux fois respectivement au semis et
au tallage.
Mesures
Les mesures réalisées, notamment celles relatives à l'évolution de la
transpiration sur feuilles détachées, à l'intégrité cellulaire par rap-
port aux contraintes par PEG et par la chaleur ont été déterminées
suivant les techniques décrites par Ben Salem et al. (1997). Les para-
mètres relatifs à la transpiration des feuilles excisées ont été simpli-
fiés pour les adapter à des mesures en série (rapport ARC, 2(00).
Nous avons utilisé la succession d'une mauvaise année (1996/97) et
d'une bonne année (1997/98) pour calculer un indice de stabilité
suivant la formule:
Rd - Rp
I.S. = X 100
DRp
Rd =rendement sous contrainte hydrique (dans ce cas: 96/97)
Rp = potentiel de production en absence de contrainte hydrique
(dans ce cas 97/98).
D = 1- (Xd - Xp), avec: Xd =moyenne du rendement en grains de
toutes les variétés sous contrainte hydrique, Xp =moyenne du rende-
ment en grains de toutes les variétés en absence de contrainte hydrique.
1Résultats
Rendement en grains
et indice de stabilité (lS)
Les effets de la variété, du site de culture ainsi que des interactions
ont été significatifs. Les interactions montrent essentiellement que
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toutes les variétés n'ont pas répondu de la même manière aux effets
de l'environnement et du site (tab/. 3). Ainsi, l'année la plus défa-
vorable a été 1996/97, la plus favorable étant 97/98. Par ailleurs, les
rendements les plus élevés ont été obtenus à Béjà. Deux groupes de
variétés se sont distingués: le groupe de variétés dites à haut ren-
dement, montrant des productions en grains relativement plus éle-
vées que le deuxième groupe dans lequel sont incluses les variétés
dites « anciennes ».
Site : Béjà Site: Kef
Variété 96/97 97/98 98198 Moyenne 96/97 97/98 98/99 Moyenne
DOUGGA 25,52 53,88 50,53 43,31 25,95 34,20 23,80 27,98
AR66 29,95 45,32 41,50 38,92 19,25 31,35 31,75 27,45
FXA 21,90 32,92 32,42 29,08 19,95 22,05 24,10 22,03
VAGA 26,03 50,53 47,78 41,44 28,10 35,30 36,38 33,26
SALAMB. 29,20 50,40 48,88 42,82 24,25 36,85 31,15 30,75
BYRSA87 28,40 54,36 49,10 43,95 31,50 29,75 29,10 30,12
TANIT80 26,60 50,05 51,85 42,83 31,50 29,75 29,10 30,12
UTIQUE. 30,35 62,42 51,70 48,16 27,35 38,35 36,40 34,03
BT2731 31,25 50,72 54,27 45,42 28,40 38,00 31,10 32,50
TEBICA 29,83 58,58 50,43 46,27 27,45 35,80 30,62 31,29
BT2750 34,17 58,08 53,17 48,47 33,15 39,55 34,20 35,63
MEX.65 28,00 44,75 49,90 40,88 24,00 30,85 28,48 27,77
CHAM'4' 33,72 53,55 48,00 45,09 26,00 37,20 27,58 30,46
BT2751 31,40 62,49 57,57 50,49 31,05 37,00 34,90 34,32
INIA66 29,55 38,67 40,08 36,10 28,55 34,85 25,18 29,53
SOLTAN. 31,78 37,85 42,70 37,44 27,40 33,20 29,00 29,87
CARTHA. 26,40 45,42 46,68 39,50 25,00 34,90 30,55 30,15
FATH 23,92 57,65 43,83 41,80 28,9 32,20 29,50 30,20
BAROOT. 14,97 21,58 28,88 21,81 16,65 16,25 22,40 18,43
EAP63A 23,45 35,25 19,54 26,08 25,95 25,65 23,40 25,00
RICHELL. 18,13 28,73 26,33 24,39 15,8 20,80 21,73 19,44
MAHON 19.13 25,68 25,75 23,52 20,05 14,90 26.20 20,38
ACHTAR 34,52 59,07 49,35 47,65 25,45 37,30 30,00 30,92
RAZZAK 21,50 49,17 51,33 40,67 29,80 31,95 26,18 29,31
KARIM 25,42 46,35 47,30 39,69 27,95 35,30 27,35 39,69
Moyenne 27,00 46,94 44,35 39,43 26,00 31,71 28,81 28,85
PPDS (5 %)
Variété (V) Station (S) Année (A) VxS
4,91 0,7 1,05 6,95
VxA
8,51
SxA
1,84
VxSxA
12,04
1Tableau 3
Variation du rendement en grains (quintaux/ha),
en fonction de la variété, de "année et du site de culture.
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Le calcul de l'indice de stabilité (IS) montre que malgré une meil-
leure stabilité, en moyenne, des variétés « anciennes », celles-ci
sont caractérisées par des rendements plus bas au cours de l'année
favorable mais aussi au cours de l'année défavorable. Ceci est dû
essentiellement à une amplitude de variation des rendements moins
importante (tabl. 3 et 4). Quelques exceptions peuvent cependant
être signalées: c'est le cas notamment de la variété Ariana 66.
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Variété IS (Béjà) IS (Kef)
DOUGGA 74 2,7 6,1
ARIANA66 1,7 8,2
FXA 1,7 2,0
VAGA92 2,5 4,3
SALBAMBÔ 80 2,2 7,2
BYRSA87 2,5 -, ,2
TANIT 80 2,5 -1,2
UTIQUE 96 2,7 6,0
BTV731 2,0 7,3
TEBICA96 2,6 4,9
BT 2750 2,1 3,4
MXP65 1,9 4,7
CHAM 4 1,9 6,4
BT 2751 2,6 7,4
INIA66 1,2 3,8
SOLTANE 72 0,8 3,7
CARTHAGE 74 2,2 6,0
FATH 3,0 2,1
BAROOTA 1,6 -0,5
EAP63 1,7 -0,3
RICHELLE 0,8 5,1
MAHON 73 1,3 -5,4
ACHTAR 2,2 6,7
RAZZAK 2,9 1,4
KARIM 2,4 4,4
1Tableau 4
Variation de l'indice de stabilité (IS)
en fonction de la variété
et du site de culture.
Épiaison en jours depuis le 1er janvier
L'analyse de variance relative à ce paramètre a montré un effet
significatif de tous les facteurs étudiés. Toutes les formes d'interac-
tion ont été significatives (tabl. 5). Les résultats montrent une struc-
turation classique de variétés à épiaisons relativement précoces
(variétés améliorées) et de variétés à épiaisons relativement tardives
(variétés anciennes). La durée de l'épiaison est, en moyenne, plus
longue au Kef de 10 jours, en raison du froid plus important qui
ralentie le développement des variétés au début de l'hiver.
486 T Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
Site: Béjà Site: Kef
Variété 96/97 97/98 98198 Moyenne 96/97 97/98 98199 Moyenne
DOUGGA 94 95 100 96,33 116,50 103,75 112,25 110,92
AR66 98 98 103 99,67 116,25 103,25 109,25 109,58
FXA 92 91 100 94,33 112 100,75 109,25 107,50
VAGA 95 94 100 96,33 116 100,75 109 108,58
SALAMB. 94 94 99 95,67 116 101,25 109 108,75
BYRSA87 97,75 98 103 99,58 117,75 104 111,25 111
TANIT80 92 90 98 93,33 115,25 100,25 104 106,50
UTIQUE. 93 92 94 93 112 100,50 105 105,83
BT2731 90 87 94 90,33 111,50 100 102 104,50
TEBICA 97 98 103 99,33 118 103,50 104,50 108,67
BT2750 95 95 103 97,67 115,50 103,50 109 109,33
MEXIPAQ 97 98 103 99,33 117 103,75 113,25 111,33
CHAM'4' 94 98 103 98,33 116 103,75 113,50 111,08
BT2751 94 98 99 97 116 102,25 109 109,08
INIA66 92,75 91 97 93,58 112,25 100,50 104 105,58
SOLTAN. 90,50 91 98 93,17 113 102,50 105 106,83
CARTHA. 94 91 98,75 94,58 115 100,25 106,75 107,33
FATH 94 91 98,75 94,58 114,75 100,75 108,25 107,92
BAROOT. 105 106 105 105,33 119,50 103,25 114,75 112,50
EAP63A 101 104 102 102,33 116,25 103,25 114,75 111,42
RICHELL. 104 104 110 106 119 103,50 112,50 111,67
MAHON 105 106 105,75 105,58 120,25 103,25 116,25 113,25
ACHTAR 95,75 97 103 98,58 116 103,50 110 109,83
RAZZAK 93 92 98 94,33 109,25 103,25 107,50 106,67
KARIM 92 90 97 93 107,25 101,50 106 104,92
Moyenne 95,59 95,56 100,61 97,25 115,16 102,27 109,04 108,82
PPDS (5 %)
Variété (V) Station (5) Année (A) VxS VxA SxA VxSxA
1,01 0,14 0,22 1,43 1,75 0,38 2,48
1 Tableau 5
Variation du nombre de jours, depuis le 1er janvier,
à l'épiaison en fonction de la variété, de l'année et du site de culture.
Indice de récolte
L'indice de récolte (grains/paille), calculé pour une campagne
(96/97), a permis de retrouver les caractéristiques classiques des
deux groupes. Ainsi, un indice relativement élevé est associé, en
moyenne, aux variétés dites à haut rendement alors que des indices
plus bas sont associés aux variétés dites anciennes (tab\. 6).
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Variété Béjà
DOUG 0,42
AR66 0,31
FXA 0,26
VAG 0,36
SAL 0,46
BYR 0,39
TAN 0,43
UTI 0,45
BT2731 0,49
TEB 0,44
BT2750 0,41
MEX 0,44
CHA 0,44
BT2751 0,57
INI 0,33
SOL 0,34
CAR 0,40
FAT 0,38
BAR 0,22
EAP 0,20
RIC 0,22
MAH 0,18
ACH 0,43
RAZ 0,56
KAR 0,54
Moyenne 0,39
1Tableau 6
Variation de l'indice de récolte en fonction de la variété
(Site: Béjà ; année 1996/1997).
PPDS =0,12
Paramètres agrophysiologiques
Teneur relative en eau sur feuilles excisées
Les mesures ont été réalisées au site de Béjà au cours de la campagne
1999/2000. Cette méthodologie a été simplifiée pour l'adapter à une
possibilité d'utilisation en tant que paramètre pour augmenter la pres-
sion de sélection pour la résistance à la sécheresse. Les périodes de
calcul ont été choisis pour se placer dans la phase de transpiration
cuticulaire de la feuille. L'analyse de variance a montré un effet
significatif de la variété (tab!. 7). Les résultats montrent une grande
variation significative de la teneur relative en eau après 30 mn de des-
sèchement (TRE30), après 50 mn de dessèchement (TRE50). Quel-
ques variétés (Dougga 74 et Ariana 66) conservent après 30 et 50 mn
de dessèchement des TRE relativement bas. Celles-ci se caractérisent
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en même temps par un TIRC relativement bas. Il en est de même
pour FXA, BT2751 , Baroota, Carthage. Ainsi, un TIRC bas peut être
associé aussi bien aux nouvelles variétés qu'aux anciennes.
TRE30 (CL) TRE50 (CL) TRE30-TRE50/50-30 (CL)
DOUGGA 74 43,016 (25) 39,904 (23) 0,1556 (1)
ARIANA66 48,005 (24) 41,041 (22) 0,4342 (6)
FXA 61,078 (14) 41,161 (20) 0,3336 (2)
VAGA 92 64,105 (4) 41,091 (21) 0,4819 (12)
SLB 80 61,673 (12) 49,732 (13) 0,5975 (20)
BYRSA87 76,357 (1°) 64,506 (1°) 0,5925 (11)
TNT 80 62,807 (8) 50,145 (11) 0,6331 (22)
UTIQUE 96 54,451 (18) 35,698 (25) 0,9377 (24)
BT V731 73,694 (2) 50,057 (12) 1,1819 (25)
TEBICA96 66,988 (3) 56,758 (2) 0,5115 (14)
BT 2750 53,134 (22) 41,870 (19) 0,5632 (16)
MXP65 50,323 (23) 38,248 (24) 0,6037 (21)
CHAM 4 61,193 (13) 51,023 (8) 0,5085 (13)
BT 2751 64,072 (5) 56,412 (3) 0,383 (3)
INIA66 54,171 (19) 44,849 (16) 0,4661 (9)
SOLTANE 72 55,980 (17) 44,581 (17) 0,57 (18)
CRT74 53,228 (21) 44,521 (18) 0,4354 (5)
FATH 62,767 (9) 54,329 (4) 0,4219 (4)
BAROOTA 61,066 (15) 50,588 (10) 0,5239 (15)
EAP 63 60,326 (16) 51,361 (7) 0,4482 (8)
RICHELLE 62,315 (10) 49,35 (14) 0,6482 (23)
MAHON 73 63,297 (6) 53,735 (5) 0,4781 (11)
ACHTAR 62,111 (11) 50,876 (9) 0,5618 (17)
RAZZAK 53,658 (20) 44,720 (15) 0,4469 (7)
KARIM 63,096 (7) 53,635 (6) 0,473 (10)
PPDS 23,19 21,27 0,47
E-T 10,20 9,35 0,21
C-V 17,2 19,5 39,1
1Tableau 7
Évolution de la teneur en eau en fonction des variétés
(Site: Béjà ; année 1999/2000).
Intégrité cellulaire sous l'effet
d'un choc osmotique et calorique
L'analyse de variance, relative à ces deux paramètres, a révélé des
effets significatifs de la variété du traitement et de l'interaction.
Celle-ci indique que toutes les variétés n'ont pas répondu de la
même manière aux deux traitements (PEG et calorique) (tab\' 8).
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Variété PD % (ToC) PD (PEG4000 : -32 bars)
OOUGGA 74 33,861 (15) 30,709
ARIANA66 16,201 15,189
FXA 33,006 21,460
VAGA92 42,892 13,721
SALBAMB680 59,798 30,016
BYRSA87 24,062 24,974
TANIT 80 46,168 28,818
UTIQUE 96 19,765 9,301
BT V731 26,642 17,494
TEBICA96 42,072 9,435
BT 2750 47,384 12,092
MXP65 44,066 14,813
CHAM 4 33,057 34,397
BT 2751 32,985 27,974
INIA66 49,053 35,553
SOLTANE 72 33,309 32,272
CARTHAGE 74 24,538 39,338
FATH 41,442 37,654
BAROOTA 29,061 34,851
EAP 63 33,374 49,107
RICHELLE 36,571 42,962
MAHON 7326,589 31,677
ACHTAR 28,193 27,845
RAZZAK 27,445 32,905
KARIM 44,746 42,044
PPOS : Variété =31,8, Traitement =4,44, Variété x traitement =44,97.
ET: 13,88, CV: 44,1 %
1Tableau 8
Variation du pourcentage de dommage en fonction
des traitements et des variétés. (Site: Béjà ; année 1996/1997),
stade: grain laiteux, pâteux.
Des pourcentages de dommages faibles, associés à une intégrité cel-
lulaire élevée, ont été détectés aussi bien pour les variétés anciennes
(Ariana 66) que pour les variétés nouvelles comme Utique 96 une
des dernières variétés de BT mises au point par l'Inrat. Une intégrité
cellulaire élevée par rapport à une contrainte n'a pas, dans tous les
cas, le même comportement par rapport à la deuxième (PEG et
Calorique). En moyenne, les pourcentages de dommages relative-
ment bas sont associés à un potentiel de production en grains rela-
tivement élevé et/ou à une bonne stabilité de production en grains.
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C'est le cas de notamment des variétés: Ariana 66, Vaga, Byrsa,
Utique, Tebica 96.
Relations entre le rendement en grains
et les paramètres agrophysiologiques
Sur le site de Béjà des corrélations simples, significatives au seuil
de 5 %, ont été mises en évidence entre le rendement en grains
d'une part et le TIRC, le PD induit par la contrainte calorique (PD,
TOC) et le PD induit par la contrainte par PEG (PD, PEG) (tab!. 9).
Cette dernière étant la plus élevée en valeur absolue. Elle est néga-
tive et explique 50 % de la variation du rendement en grains. Ainsi,
ceci confirme la relation entre le maintien d'une intégrité cellulaire
élevée et des rendements élevés et (ou) stables. Ces relations sont
vérifiées dans la station du Kef. Les corrélations sont en moyenne
équivalentes. Les PD induits par le PEG explique dans ce cas 44 %
des variations (tabl. 9).
AI Site de Béjà.
Coefficient de régression Equation de régression
(r ; ddl : 49, 1)
TR.E. (30') 0,0096 NS
TR.E. (50') ·0,0198 NS
TTR.C. 0,2011" y =8,6 (TIRC) + 34,82
P.O. WC : 50°C) 0,1065" Y =0,0853 (PD) + 36.44
P.O. (PEG : - 32 bars) - 0,5094" Y =0,3779 (PD) + 49,96
y = rendement en grains (qVha)
BI Site du Kef.
Coefficient de régression Equation de régression
(r ; ddl : 49, 1)
TRE. (30') 0,0247 NS
TRE. (50') 0,0198 NS
TTRC 0,2011" y =5,69 (TIRC) + 25,79
P.O. WC : 50°C) 0.1908" Y =0,084 (PD) + 25,88
p.o. (PEG : - 32 bars) - 0,4396" Y =0,18 (PD) + 33,86
y = rendement en grains (qVha)
1Tableau 9
Calcul des relations entre le rendement en grains
et les paramètres agrophysiologiques.
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Discussion et conclusions
Les analyses agrophysiologiques ont été réalisées à Béjà au cours
de la campagne 99/00. Les relations entre ces caractères et le com-
portement agronomique des variétés ont été calculées par rapport
aux deux sites de culture. Cette approximation a été faite en consi-
dérant les paramètres agrophysiologiques mesurés comme indépen-
dants du milieu.
Les résultats montrent que sur le plan variétal les variétés dites à
hauts rendements en grains peuvent s'avérer aussi stables que les
variétés dites « anciennes ». Les premières se caractérisent en
moyenne par une amplitude de variation du rendement plus grande.
Toutefois elles conservent, dans le cas de cette étude, des rende-
ments minimums plus élevés en présence de déficit hydrique.
Des rendements élevés sont associés à une précocité d'épiaison et à
un indice de récolte élevé. Nos résultats antérieurs ont démontré que
la hauteur de la paille, la présence de barbe, la précocité, un rapport
talles herbacé/talles épis équilibré peuvent constituer des critères de
choix pour démarrer un programme de sélection pour une meilleure
adaptation à la sécheresse (Ben Abdallah et Ben Salem, 1993 ;
Hayek et al., 1997).
Dans ce travail nous avons vérifié et démontré qu'une intégrité cel-
lulaire élevée, surtout quand eUe est exprimée par rapport à une
contrainte osmotique induite par PEG, peut aider à sélectionner un
matériel plus adapté au manque d'eau. Un TIRC bas, mesuré sur
feuilles excisées, peut conduire au même résultat toutefois, l'asso-
ciation est moins nette. Une simplification de ce paramètre a été
réaJisée pour l'adapter à un travail de sélection. Tous ces paramètres
peuvent aussi constituer une base de départ pour la recherche de
QTL de résistance à la sécheresse.
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L'orge comme modèle biologique,
approche QTL
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Introduction
La sécheresse est un stress abiotique qui affecte le rendement des
céréales et sa stabilité dans le bassin méditerranéen. Du point de vue
agronomique, l'adaptation à la sécheresse est la capacité d'une
plante à maintenir un rendement à travers des environnements où les
périodes de sécheresse, leurs durées et leurs intensités sont fluc-
tuantes. Le rendement étant difficile à améliorer directement (faible
héritabilité, fortes interactions génotype x environnement...), l'étude
1 Inra-Agro-M, UFR de Génétique et d'amélioration des plantes, 2 place
P. Viala, 34060 Montpellier cedex, France.
2 Laboratoire de Physiologie végétale, Inrat, 2049 rue Hedi Karray,
Ariana, Tunis, Tunisie.
3 Département d'Agronomie et d'amélioration des plantes, École natio-
nale d'agriculture de Meknès, PBS40, Meknès, Maroc.
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de caractères pouvant avoir un impact positif sur le rendement est le
plus souvent abordée. Ces caractères d'adaptation à la sécheresse ont
été classés par Turner (1979) et Jones et al. (1981) :
L'esquive permet à certains génotypes d'échapper au stress en
accomplissant leur cycle de développement en dehors des périodes
de sécheresse. Ce phénomène est largement expliqué par la phéno-
logie. Mais la sécheresse est imprévisible et les plantes sont forcé-
ment confrontées au stress une année ou l'autre.
Certains caractères d'adaptation, inductibles, permettent une tolé-
rance avec maintien du potentiel hydrique foliaire ou évitement
(système racinaire développé, réduction de la surface foliaire, pré-
sence de cires à la surface des feuilles, enroulement foliaire ... ).
Lorsque le potentiel hydrique foliaire est réduit, certaines plantes
sont capables de maintenir leur turgescence cellulaire par ajuste-
ment osmotique (AO) grâce à l'accumulation active de solutés
(Turner et Jones, 1980).
Enfin, s'il y a perte de turgescence, il peut y avoir une tolérance à
la déshydratation des tissus (Turner, 1986).
Les caractères d'adaptation ont été largement étudiés (Turner, 1997).
Cependant, leur déterminisme génétique est souvent peu connu.
Pour mieux comprendre les composantes physiologiques, génétiques
et moléculaires de la tolérance à la sécheresse, une étude génétique
des caractères d'adaptation est néanmoins nécessaire. Par ailleurs,
l'identification et l'utilisation de marqueurs moléculaires liés à des
caractères complexes constituent un gain de temps pour la sélection.
Cette recherche peut être abordée en identifiant les locus impliqués
dans la variation quantitative du caractère étudié ou QTL (Quan-
titative Trait Loci) et en étudiant leur nombre, leur effet et leur sta-
bilité. Pour que ce type d'étude soit efficace, il faut sélectionner les
caractères en fonction de leur valeur adaptative globale par rapport à
des stress et des environnements variables, leur impact positif sur le
rendement et leur extrapolation possible aux autres céréales.
Dans ce cadre, l'orge est une espèce de choix. Elle présente des capa-
cités d'adaptation à plusieurs stress abiotiques (sécheresse, salinité...).
Certaines variétés locales ou espèces sauvages (Hordeum sponta-
neum) représentent une large source de variation pour des caractères
morpho-physiologiques susceptibles de contribuer à la stabilité du
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rendement (Forster et al., 1999). Ces caractères peuvent être mtro-
gressés dans des variétés améliorées. De plus, la colinéarité des géno-
mes des Triticées et plus largement des graminées a été largement
démontrée (Moore et al., 1995). Cette synténie permet la comparaison
et le transfert d'informations sur la localisation des locus impliqués
dans le contrôle de caractères d'adaptation de l'orge (diploïde) à
d'autres céréales méditerranéennes comme le blé dur (tétraploïde).
1Caractères utilisables pour une
analyse génétique de la tolérance
Recherche de critères sur cinq génotypes d'orge
Afin de rechercher les caractères les plus pertinents pour une étude
génétique et moléculaire de la tolérance à la sécheresse chez les
céréales, une étude bibliographique générale de la question a
d'abord été réalisée. Puis, un nombre important de caractères ont
été étudiés directement sur 5 génotypes d'orge soit au champ, soit
en serre ou en chambre de culture (conditions contrôlées), avec pour
chaque expérience, des conditions stressantes (déficit hydrique ou
conditions pluviales) ou irriguées.
Matériel végétal et méthodes
Les génotypes étudiés sont LM2887 (lignée tolérante sélectionnée à
l'lnra de Montpellier), Plaisant et Express (variétés productives
mais sensibles à la sécheresse), Tadmor (sélectionnée par l'Icarda à
partir d'une variété locale Syrienne Arabi Aswad et caractérisée par
une stabilité du rendement élevée) et Er/Apm (lignée sélectionnée
en Tunisie par l'Icarda, à rendement peu stable).
Les caractères permettant de limiter les pertes en eau mesurés dans
notre étude sont le nombre de racines, la longueur et le volume raci-
naires et la transpiration épidermique. Le maintien de la photosyn-
thèse a été abordé par l'étude de la composition isotopique du
carbone (ol3C) des grains matures. Pour des orges originaires du
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Moyen-Orient comme Tadmor, une faible teneur en chlorophylle
totale en fin de cycle pourrait être un caractère adaptatif (van
Oosterom et Acevedo, 1992). Il pourrait être impliqué directement
dans le maintien de l'efficacité photosynthétique par protection du
photosystème II (Watanabe et al., 1995 ; Tardy et al., 1998). Cette
adaptation géographique spécifique semble être retrouvée chez des
blés durs originaires des mêmes régions (Monneveux, comm. pers.).
La teneur en chlorophylle totale a donc été déterminée sur la feuille
étendard, avec un appareil Minolta Camera (Spad-5Ü2) mesurant la
transmittance de la feuille dans deux domaines de longueur d'onde
(rouge et proche infrarouge). En tenant compte de ces deux transmit-
tances, une valeur numérique (valeur Spad) est calculée. Elle est pro-
portionnelle à la teneur en chlorophylle totale présente dans la feuille.
La transmission du signal de stress vers les cellules a été étudiée par
la mesure de la teneur en acide abscissique (ABA) xylémique (Borel
et al., 1997). Enfin, des caractères liés au statut hydrique de la plante
et à l'ajustement osmotique ont été mesurés en conditions contrô-
lées : teneur relative en eau (TRE), potentiels hydrique et osmotique
foliaire (\jI and \jIn) et concentration en sucres solubles (CSS). Ces
caractères ont été mesurés à différents temps après application d'un
déficit hydrique au stade 4-feuilles (Teulat et al., 1997 a).
Résultats
Les caractères retenus comme ayant un impact global sur le rende-
ment et généralisables au moins aux deux espèces sont l'ajustement
osmotique (AO) et l'efficacité d'utilisation de l'eau (EUE) évaluée
par la composition isotopique du carbone (SI3c). La relation entre
SI3C et EUE est résumée dans le tableau 1. Pour )' AO et SI3C, des
résultats comparables ont été obtenus chez l'orge et le blé dur dans
notre laboratoire (Rekika, 1997 ; Teulat, 1997 ; Teulat et al., 1997 a ;
Merah, 1999) et dans l'ensemble de la littérature, ce qui en faisait
des caractères de choix pour une étude génétique.
La phénologie pouvant jouer un rôle important dans l'esquive de la
sécheresse au champ, eUe a été également retenue pour l'étude
QTL. Enfin, la teneur en chlorophylle totale pouvant avoir une
valeur adaptative dans plusieurs espèces céréalières originaires du
Moyen-Orient, son étude génétique était également intéressante
dans le matériel végétal utilisé.
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A B
Teneur en 13C Faible Forte
/)13C Très négatif Peu négatif
Discrimination contre le 13C Elevée Faible
d Grand Petit
Pression partielle de CO2 (Pi) Elevée Faible
Carboxylation par rapport à la diffusion Plus Iimitante Moins limilante
Limitation stomatique Faible Elevée
Efficacité d'utilisation de l'eau Faible Elevée
Matière sèche produite / quantité d'eau transpirée Faible Elevée
d : discrimination isotopique du carbone
/)13C : composition isotopique du carbone
d (%0) =(/)13CCa - /)13CCp /1 + /)13ccp) où /)13Cca
est la composition isotopique du carbone le l'air
et /)13Ccp la composition isotopique du carbone de l'échantillon (produit).
1 Tableau 1
Composition isotopique du carbone
et efficacité d'utilisation de l'eau (d'après Deléens et al., 1994).
Analyse approfondie du comportement
de deux lignées méditerranéennes
Caractères mesurables au champ
La composition isotopique du carbone, la phénologie et la teneur en
chlorophylle totale peuvent être étudiées directement au champ pour
l'étude génétique. En effet, ces caractères peuvent être mesurés par
des techniques non destructives sur un grand nombre d'individus.
Un essai implanté sur le champ d'étude du campus EnsalInra de
Montpellier en 1995 et conduit en conditions pluviales et irriguées
a pernùs l'évaluation des génotypes parents du croisement pour les
3 caractères. Pour la teneur en chlorophylle mesurée à l'anthèse,
Tadmor a présenté des valeurs Spad inférieures à Er/Apm, ceci pour
les deux régimes hydriques. Les valeurs Spad étaient moins élevées
dans les conditions pluviales par rapport aux conditions irriguées.
La plus forte différence entre les deux traitements hydriques a été
notée pour Tadmor. L'anthèse et la floraison étaient plus précoces
pour Er/Apm que pour Tadmor quel que soit le traitement hydrique,
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mais les deux génotypes étaient plus précoces dans les conditions
pluviales. Enfin, pour OI3C, les valeurs étaient moins négatives en
pluvial qu'en irrigué. Les plantes étaient donc plus enrichies en [3C,
et avaient une meilleure EUE dans les conditions moins favorables.
Les valeurs pour Tadmor étaient de -25,9 %0 en pluvial et de -26,8 %0
en irrigué et pour Er/Apm, de -25,6 %0 en pluvial et de -26,4 %0 en
irrigué. Les différences entre les deux parents étaient faibles mais
significatives.
Une analyse des corrélations tenant compte des deux traitements
hydriques a montré des corrélations significatives négatives entre
ol3C et le nombre d'épis fertiles, le rendement en grains et l'indice
de récolte (r =- 0,67*, r =- 0,68* et r =- 0,81 **). Ceci est égaIe-
ment en accord avec les données bibliographiques chez le blé et
l'orge où des rendements élevés sont obtenus pour une EUE faible
(Acevedo, 1993; Deléens etaI., 1994). Chez l'orge, plus les plantes
ont une forte discrimination du carbone (faible ol3C), meilleure est
leur stabilité de rendement et leur rendement dans des conditions
hydriques 1imitantes (Acevedo, 1993). Des résultats similaires ont
été trouvés dans une étude d'une core collection de 144 génotypes
de blé dur (Merah, 1999).
Cas particulier de l'ajustement osmotique
Les deux génotypes parentaux ont montré des comportements
contrastés pour la capacité d'ajustement osmotique (AG) évaluée en
conditions contrôlées à un stade jeune. Tadmor était caractérisé par
un AG élevé. Er/Apm présentait un faible AG et un potentiel osmo-
tique foliaire (\jI1t) très négatif (faible) de façon intrinsèque (\jI1t sans
stress), 12jours après le stade 4 feuilles (Teulat et al., 1997 a).
Au cours du déficit hydrique, Tadmor maintient également sa teneur
relative en eau (TRE). La comparaison des résultats avec ceux obte-
nus lors d'une expérience en conditions contrôlées conduite au
Cimmyt par Lewicki en 1994, sur les mêmes génotypes où le défi-
cit hydrique a été appliqué au stade floraison, a montré que les
génotypes avaient les mêmes comportements sous stress aux deux
stades de développement étudiés (Teulat, 1997) (fig. 1). Cependant,
les différences dans les valeurs de potentiel osmotique observées
ont été attribuées aux différences de développement. Les différentes
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Relation entre la teneur relative en eau (TRE) et le potentiel
osmotique foliaire ('lf1t) quand un déficit hydrique est appliqué
au stade 4 feuilles (a) et à la floraison (b) pour le génotype
à ajustement osmotique élevé Tadmor et le génotype
à plus faible ajustement osmotique Er/Apm.
La portion des courbes entre les deux barres verticales
représente la gamme de valeurs de Ij/Tt où des différences
de TRE significatives entre les deux génotypes sont obtenues.
méthodes employées pour évaluer l'AD ont donné les mêmes résul-
tats. La méthode de Morgan (1983) permettant un suivi de la TRE
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en fonction de \jI et \jI1t tout au long du stress, et comparant les
valeurs de TRE des génotypes à un \jI ou \jI1t donné, n'est pas appli-
cable pour l'étude de grands effectifs de plantes comme c'est le cas
dans les études génétiques.
Afin de réduire le nombre de caractères à mesurer pour l'étude
génétique, les corrélations entre les différents paramètres d'évalua-
tion de l'AO ont été étudiées. On trouve des corrélations significa-
tives entre AO élevé, TRE élevée, faibles \jI et \jI1t, et accumulation
de sucres solubles (ASS) élevée à 14 % de la capacité au champ
(CC): AO-ASS r = 0,91*, AO-TRE r = 0,91*, AO- \jI1t r = - 0,87*.
L'évaluation du potentiel osmotique à turgescence maximale (\jI1t 100)
par calcul (Wilson et al., 1979) permet en mesurant la TRE et le \jI1t
de comparer le comportement osmotique de plusieurs génotypes à
une teneur en eau de la feuille donnée. L'étude complète des lignées
parentales a montré que le \jI est bien réduit lors du déficit hydrique.
La mesure de la TRE et du \jI1t permet donc une appréciation sim-
plifiée mais réelle des différences de \jI1t à un état comparable de
stress des plantes. Ces mesures peuvent être réalisées sur de grands
effectifs et à l'humidité du sol où les caractères sont les mieux
exprimés, (dans notre étude 14 % CC). L'AO peut alors être calculé
par différence des \jI1t 100 des plantes non stressées et stressées
(Ludlow et al., 1983). Dans notre cas, les différences entre les
\jI1tIOO des plantes à 100 % CC (plantes témoins irriguées ayant
poursuivi leur croissance) et à 14 % CC (ayant subi le stress hydri-
que) ont été considérées. Cette méthode présente l'avantage, quand
les génotypes ont un \jI1t 100 intrinsèque faible en conditions non
stressantes, de permettre une distinction entre ajustement osmotique
adaptatif, inductible par le déficit hydrique et capacité osmotique
intrinsèque. La mesure de la concentration en sucres solubles
(CSS), solutés majoritairement accumulés lors de l'AO chez l'orge
(Lewicki, 1993), est également intéressante. Elle permet l'étude des
relations entre AO, réduction du \jI1t et accumulation de solutés lors
d'un déficit hydrique bien caractérisé. La mesure de ces caractères
à 14 % CC et 100 % CC permet alors non seulement de calculer
l'AO selon la méthode de Ludlow et al. (1983), mais aussi de com-
parer les QTL impliqués dans leur variation dans deux conditions
hydriques différentes: déficit hydrique et témoin irrigué.
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1Analyse aTl
La population en ségrégation de 167 lignées recombinantes en F8
(LR) issue du croisement entre Tadmor et Er/Apm a été utilisée
pour l'ensemble des analyses génétiques.
Essais agrophysiologiques
Conditions contrôlées
Les caractères retenus liés à l'ajustement osmotique (AO) ont été
mesurés sur les LR à 14 % et 100 % Cc. Pour mesurer les carac-
tères sur 5 plantes par LR dans chaque traitement hydrique, un dis-
positif expérimental en blocs incomplets équilibrés a été adopté. Ce
dispositif permet de mesurer les caractères sur un grand nombre de
LR et de plantes par LR, tout en pouvant tenir compte d'une varia-
bilité environnementale qui peut exister entre les différents blocs.
Dans notre cas, ces blocs correspondaient à des expériences dis-
tinctes réalisées chronologiquement dans des conditions contrôlées
programmées de façon identique. Pour éviter les interférences avec
la phénologie et pour plus de rapidité dans l'exécution des mesures,
le stress hydrique a été appliqué à un stade jeune (4-feuilles déve-
loppées) sachant que des comportements similaires existaient à un
stade de développement ultérieur. Les détails de cette expérience
sont présentés dans Teulat (1997) et Teulat et al. (1998).
En parallèle, la teneur en chlorophylle totale a été mesurée sur la
dernière feuille développée. Enfin, pour étudier la relation entre la
teneur en eau des plantes (évaluée par la TRE) et la croissance végé-
tative, les masses de matière fraîche et sèche aérienne totale, le
nombre de feuilles sur le brin maître et le nombre total de talles ont
également été mesurés.
Essais au champ
Pour étudier le comportement des 167 LR en conditions agricoles et
identifier des QTL ne présentant pas d'interaction avec l'environne-
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ment pour quelques caractères agronoJlÙques, trois essais ont été réa-
lisés : en 1995 sur le champ d'étude du campus Ensa/Inra de Mont-
pellier (sud de la France, M95), en 1996 au Cida à Grenade (sud de
J'Espagne, G96) et en 1997 sur le site expérimental de l'lnra à
Mauguio (environs de Montpellier, M97). L'essai M95, conduit en
conditions pluviales consistait en 2 lignes de 3 m de long de chaque
LR (20 graines par ligne). Pour G96, conduit en conditions pluviales,
les plantes ont été semées dans des parcelles de 3 m2 (220 graines/m2).
Enfin, pour M97, l'ensemble des LR et des parents ont été étudiés en
conditions pluviales (M97plu) et iniguées (M97ir) à raison de deux
blocs par traitement. Deux lignes de 1,5 m par LR à raison de 20 grai-
nes par ligne ont été implantées. Les caractères agronomiques mesu-
rés étaient la masse aérienne totale, le rendement, le poids de 1 000
grains, le nombre de talles fertiles, le nombre de grains par épi et la
hauteur. La date d'épiaison a été également notée et la teneur en chlo-
rophyl1e totale mesurée sur la feuille drapeau à l'anthèse (valeurs
Spad). La composition isotopique du carbone (8 13C) a également été
mesurée à partir de grains matures pour l'essai G96.
Enfin, un essai supplémentaire a été conduit en 1999 sur le champ
d'étude du campus Ensallnra de Montpellier (M99) sous deux
régimes hydriques (M99plu et M99ir) selon le même dispositif que
pour M97. U a été implanté pour valider les QTL obtenus en condi-
tions contrôlées et étudier ou vérifier les relations entre les diffé-
rents caractères adaptatifs et les caractères agronomiques sur un
même essai. Les concentrations en glucose, fructose et saccharose
ont été mesurées à partir de disques foliaires récoltés à l'épiaison
pour un bloc par traitement (François, 1999). Simultanément et sur
l'ensemble des blocs, la TRE, le 'lm, la teneur en chlorophylle
totale ont été mesurés ainsi que la hauteur, la longueur du col de
l'épi, le rendement, le poids de 1 000 grains, le poids aérien total à
la récolte. Des échantillons de grains matures seront également uti-
lisés pour la mesure de 8l3C prochainement.
Les données météorologiques de chaque cycle de développement
ont été relevées. Ce suivi a pernùs de noter des périodes de séche-
resse de février à mars inclus et de début mai à fin juin pour M95,
de début avril à début juillet pour G96, de février à mai pour
M97plu et de mi-janvier à mi-mars pour M99plu. Ces périodes de
sécheresse différaient également par leur intensité. M95, G96,
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M97plu, M97ir, M99plu et M99ir sont considérés comme 6 envi-
ronnements différents.
Méthodologie de détection des QTL
Afin d'identifier des QTL impliqués dans la variation des caractères
mesurés, une carte génétique a été construite avec les 167 LR et le
logiciel Mapmaker version 3,0 (Lander et al., 1987). Une carte de
base est décrite dans Teulat et al. (1998). À l'heure actuelle, cette
carte est essentiellement composée de marqueurs RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), AFLP (AmpJified Fragment
Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphism
DNA) et microsatellites (Simple Sequence Repeat ou SSR) et couvre
environ les trois quarts du génome de l'orge. Un effort particulier a
été fait pour cartographier des marqueurs permettant une comparai-
son de cartes et de QTL dans l'espèce (Hordeum vulgare L.) et entre
espèces de céréales. La cartographie de gènes candidats a permis
d'aborder la recherche de marqueurs liés à la tolérance à la séche-
resse d'une façon plus fonctionnelle.
Les QTL ont été recherchés : i) pour chaque bloc séparément pour
l'étude en conditions conlrôlées et pour chaque environnement pour
les essais au champ M95, G96, M97plu et M97ir ; ii) à partir de
moyennes phénotypiques brutes. Pour l'étude en chambre de cul-
ture, malgré les conditions conlrôlées, des effets bloc et pot (bloc)
lrès hautement significatifs ont été notés et les moyennes ajustées
ont été générées en fixant ces effets (Teulat et al., 1998). De la même
manière, des moyennes ajustées ont été générées pour les 4 premiers
environnements au champ en fixant l'effet environnement (haute-
ment significatif). Pour les différents lots de données, les QTL ont
été recherchés par analyse de variance à un facteur (P < 0,005) soit
en utilisant la procédure Anova du logiciel SAS, soit avec QGene™
version 2,30 (Nelson, 1997) et par cartographie simple d'intervalle
(LOD $ 2) avec le logiciel Mapmaker/QTL version 1 (Lander et
Botstein, 1989). Pour les essais au champ, le logiciel MQTL (Tinker
et Mather, 1995) a également été utilisé car il permet la détection de
QTL qui interagissent ou non avec l'environnement quand la popu-
lation en ségrégation est étudiée dans plusieurs environnements.
L'analyse est basée sur la cartographie d'intervalle simple (Simple
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Interval Mapping) incluant un test QTL x E et l'utilisation de coef-
ficients de régression partielle provenant de marqueurs utilisés
comme cofacteurs pour contrôler la variance génétique de QTL non
ciblés. La cartographie d'intervalle composite simplifiée (simplified
Composite Interval Mapping ou sCIM) est utilisée pour améliorer la
précision de la position des QTL. Les données des caractères agro-
nomiques de M99plu et M99ir n'ont pas été incluses pour cette
détection. Les résultats sont en cours d'analyse.
Caractères liés au statut hydrique
et à J'ajustement osmotique
Le dispositif expérimental utilisé en conditions contrôlées a permis
la détection de QTL à partir de blocs isolés, de plusieurs blocs ou de
l'ensemble des blocs (moyennes brutes ou ajustées par régression
des effets bloc et pot (bloc)). Quel que soit le lot de données utilisé,
la distribution des caractères était continue. La gamme de variation
était plus importante à 14 % CC qu'à 100 % Cc. Par exemple, 'VIt
variait de - 4,40 à - 0,36 MPa à 14 % CC et de - 2,42 à - 0,84 MPa
à 100 % Cc. À 14 % CC, les valeurs des caractères étaient plus
faibles par rapport aux plantes témoins, à l'exception de CSS où la
concentration moyenne était de 9,51 mg/g de matière fraîche sous
stress, contre 2,33 à 100 % Cc. L'analyse QTL a montré l'intérêt du
dispositif expérimental. Les moyennes ajustées ont permis la détec-
tion de QTL représentatifs de l'ensemble de l'expérimentation en
éliminant une partie des effets environnementaux.
Parmi l'ensemble des QTL détectés, des régions ont été sélectionnées
en fonction de leur consistance statistique et de leur valeur physiolo-
gique (QTL synténiques ou regroupés, pertinence des critères, co-
localisations avec des gènes candidats). Un nombre important de
QTL a été identifié en situation de déficit hydrique du sol par rapport
au traitement irrigué. Certaines régions n'étaient détectées que sous
déficit hydrique (chromosomes 7HS, 4HL, 1HS, 6HL et 5HS). Parmi
celles-ci, deux agissaient en épistasie pour la TRE (7HS et 6HL)
(Teulat et al., 1998). Pour ces QTL détectés à 14 % CC, il est souvent
difficile de savoir s'ils contrôlent une réponse au stress hydrique, la
variation venant d'une déshydratation des tissus, ou s'ils sont réelle-
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ment impliqués dans la réponse adaptative, la variation venant d'une
accumulation active de solutés, ou les deux. Des QTL contrôlant cer-
tains caractères conune "'7tlOO ou CSS 100, CSS à turgescence maxi-
male calculé sur le même principe que "'7t100, mesurés sur les
plantes irriguées, pourraient avoir un impact physiologique par une
adaptation « constitutive» au déficit hydrique (chromosomes 4HS,
IHL et 5H proche du centromère). Les régions des chromosomes
7HL, 2H et 1ID.., étaient conununes aux deux traitements hydriques.
Enfin, des QTL contrôlant l'Aü calculé à 100 % de la TRE ont été
cartographiés sur les chromosomes 4HL, 6ID.., et 5HS.
Relation entre la teneur relative en eau
et des paramètres de la croissance
L'approche QTL a pennis d'identifier les bases génétiques de rela-
tions observées dans des études physiologiques, notanunent entre la
TRE, relative à l'état hydrique de la plante et la croissance. Une cor-
rélation phénotypique et génétique négative a été trouvée entre la
TRE et le nombre de feuilles, quelles que soient les conditions
hydriques (Teulat et al., 1997 b). De plus, des QTL cartographiés
sur les régions 7HS et 7HL, contrôlent à la fois la TRE et le nombre
de feuilles. Lockhart (1965) a montré qu'un changement dans la
pression de turgescence peut avoir une influence directe sur la crois-
sance cellulaire. Les QTL pour chaque caractère ont des effets
allèles de signes contraires pouvant expliquer cette relation (Teulat
et al., 1997 b). Les co-localisations de QTL procurent également un
supplément d'infonnation sur l'existence potentielle de relations
entre caractères. Par exemple, une co-localisation de QTL contrô-
lant la contribution de l'accumulation de solutés à l'Aü, calculé
selon Ludlow et al. (1983), et CSS sur le chromosome 2H, appuie
le rôle potentiel des sucres solubles dans l'Aü. Cependant, des QTL
spécifiques à chacun des caractères ont également été identifiés.
QTL de caractères mesurés au champ
De nombreux QTL ont été identifiés. Certains sont spécifiques d'un
environnement mais plusieurs sont conununs à 2, 3 ou aux 4 envi-
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ronnements. Le QTL Je plus important trouvé pour le rendement en
grains, en analysant la moyenne ajustée de tous les environnements,
a été localisé sur le chromosome 7HL. L'analyse avec MQTL a per-
mis de trouver de nombreux QTL n'interagissant pas avec l'envi-
ronnement. Les plus consistants ont été identifiés pour le nombre de
grains par épis (chromosome 3H) et pour la hauteur (chromosomes
3H et 6H). Un QTL a été détecté pour ol3C sur le chromosome 2H
pour G96. En général, les QTL identifiés pour les conditions irri-
guées (M97i) étaient plus nombreux et avaient une probabilité
d'existence (LOD-score) plus élevée en comparant avec ceux iden-
tifiés pour les conditions pluviales (M97p). Des QTL impliqués
dans la variation de la date d'épiaison ont été trouvés pour M95,
M97plu et M97ir ; cependant, aucun n'a été retrouvé en tenant
compte de la variation environnementale (moyennes ajustées ou
analyse avec MQTL). Concernant la teneur en chlorophylle totale,
des QTL consistants et stables ont été identifiés sur les chromo-
somes 7H, 2H, 6H et 5H (This et al., 2000). Deux de ces QTL (7H
et 6H) ont été également détectés pour le traitement avec déficit
hydrique de l'expérience en conditions contrôlées (This et al., 2000)
et ce, malgré des conditions environnementales et un stade de déve-
loppement différents. Le QTL du chromosome 5H est également
trouvé dans le traitement témoin (100 % CC). Concernant la région
du chromosome 2H, un QTL commun aux deux humidités du sol a
été mis en évidence dans l'expérience en conditions contrôlées, mais
distant génétiquement de celui trouvé pour les essais au champ.
Plusieurs régions chromosomiques ont influencé plus d'un carac-
tère. Dans ce cas, les paramètres correspondants étaient corrélés.
Cependant, des QTL isolés ont également été trouvés.
1Validation des QTL identifiés
L'inconvénient majeur d'une étude QTL est que les QTL détectés peu-
vent être spécifiques de l'environnement mais aussi du fonds géné-
tique étudié. C'est pourquoi il est nécessaire de répéter les mesures
dans plusieurs environnements et dans d'autres matériels génétiques.
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OTL liés au statut hydrique
et à l'ajustement osmotique
L'essai réalisé au champ en 1999 a pennis l'identification à ce jour,
de QTL pour la TRE, le "'1t, le "'1t100 et la concentration en sac-
charose. Aucun QTL pour l'AO calculé n'a été identifié. Ceci est en
accord avec Morgan (1995) qui préconise l'utilisation de conditions
contrôlées pour mesurer ce caractère de façon optimale. Cependant,
ces prenùers résultats: i) montrent qu'il est possible d'identifier des
QTL pour des caractères difficiles à évaluer au champ comme les
caractères du statut hydrique; ii) confirment l'implication de plu-
sieurs régions dans le contrôle des caractères liés à l'AO chez
l'orge. Enfin, malgré leur faible nombre, tous les QTL trouvés pour
les conditions agricoles avaient été préalablement identifiés pour les
conditions contrôlées : un locus sur les chromosomes 2H et 6H,
deux locus sur le 1H et sur le 5H. Ceci confinne la valeur globale
de ces QTL dans le fonds génétique étudié.
Comme pour les conditions contrôlées, un plus grand nombre de
QTL ont été trouvés pour les conditions de stress. La figure 2 mon-
tre l'exemple du chromosome 6HL où plusieurs QTL ont été iden-
tifiés à 14 % CC en conditions contrôlées. Deux QTL identifiés en
conditions pluviales au champ sont localisés dans la même région.
On peut noter la présence de deux locus de déhydrines dans cette
région du chromosome 6H, en accord avec d'autres observations de
ce type (Campbell et al., 1997).
Co-localisation de OTL
de caractères physiologiques adaptatifs
et de performance agronomique
Des comparaisons de localisation de QTL montrent que parnù les
QTL« stables» identifiés pour les caractères liés au statut hydrique,
au moins trois sont communs à des QTL pour des caractères agro-
nonùques. Sur le chromosome 6H, présentant des QTL pour "'1t et
"'1t100 au champ et en conditions contrôlées, un QTL pour le poids
de 1000 grains a été identifié. Sur le chromosome IH, un QTL
contrôlant la TRE dans les deux conditions expérimentales est co-
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Portion du bras long du chromosome 6H où plusieurs QTL
contrôlant des caractères du statut hydrique et liés à l'ajustement
osmotique ont été identifiés à 14 %CC en chambre de culture
et en conditions pluviales au champ.
localisé avec un QTL pour le nombre de grains par épi. Aucun QTL
stable pour le rendement n'a été détecté sur le chromosome 2H au
niveau d'un groupe de QTL contrôlant la concentration en sucres
solubles et \jI1t 100. Cependant, un QTL pour la composition isoto-
pique du carbone a été identifié dans cette région chromosomique.
Les données de composition isotopique du carbone et les données
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agronomiques qui seront obtenues à partir de l'essai M99 et d'un
essai conduit à l'ENA de Meknès au Maroc en 2000 seront particu-
lièrement intéressantes pour vérifier cette co-localisation.
Recherche de QTL stables
pour la performance agronomique
La recherche de QTL doit être élargie à d'autres sites représentatifs
du climat méditerranéen et à d'autres populations en ségrégation
pour vérifier ou identifier des régions chromosomiques stables
impliquées dans la tolérance à la sécheresse chez l'orge. Ceci est réa-
lisé actuellement dans le cadre d'un projet européen (lncolDC) dont
l'objectif général est d'utiliser les technologies moléculaires pour
améliorer la tolérance à la sécheresse et la résistance à l'oïdium et
pour obtenir des rendements stables chez des orges méditerra-
néennes. Des essais multilocaux dans trois sites d'Afrique du Nord
(Égypte, Tunisie et Maroc), sur deux ans (2000 et 2001) permettront
d'identifier les QTL stables pour le rendement et ses composantes,
ainsi que pour quelques caractères morpho-physiologiques (Forster
et al., 2(00). Lors de la campagne 2001, deux populations en ségré-
gation supplémentaires seront également testées pour les mêmes
caractères. Ces populations ont comme parent tolérant des orges sau-
vages (Hordeum spontaneum), ce qui permettra de valider les résul-
tats obtenus sur la population Tadmor x Er/Apm sur d'autres fonds
génétiques, et de comparer l'efficacité de trois approches de sélec-
tion moléculaire, basées sur des différences au niveau des lignées
donneuses de gènes de tolérance (orges sauvages ou variété locale).
Une mesure de l'état hydrique du sol à différents stades phénolo-
giques des génotypes parents ainsi que le suivi des conditions météo-
rologiques devraient permettre d'expliquer les différences entre
chaque site.
Pour l'essai 2000, 3 répétitions de 188 lignées et variétés (la popu-
lation de LR du croisement Tadmor x Er/Apm, Tadmor et Er/Apm
ainsi que quelques lignées haploïdes doublés et des variétés locales
de chaque pays) ont étés cultivées en plein champ à Gizée (Égypte),
au Kef (Tunisie) et à Meknés (Maroc). Pour l'ensemble des sites, les
mesures réalisées sont Je nombre de plantes par m2, le nombre de
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talles par m2, les dates d'épiaison, d'anthèse, la surface foliaire, le
poids spécifique de la feuille drapeau et les composantes du rende-
ment. L'essai tunisien a été instaIJé en conditions pluviales à la sta-
tion expérimentale de \'Inra de Tunisie (lnrat) au Kef. Cette région
située au nord-ouest de la Tunisie, à 180 km de Tunis, est caractéri-
sée par un microclimat de type semi-aride supérieur à hivers froids.
La pluviométrie faible variant de 200 à 600 mm de pluie selon les
années, est irrégulièrement répartie. L'écart des températures est
important : en moyenne 1,6 oC pour le mois de janvier et 34,2 oC
pour le mois de juillet. L'essai marocain a été conduit à la station
expérimentale de l'ENA à Meknès, qui se situe dans la zone bour
favorable, caractérisée par un hiver froid et pluvieux et un été chaud
et sec. La pluviométrie annuelle moyenne de 500 mm est en faveur
de la céréaliculture. Toutefois, au cours de la campagne 2000, la
sécheresse s'est pratiquement installée dès la levée et a duré plus de
70 jours. Grâce à un apport en eau par irrigation manueIJe, le cycle
de la culture a été achevé: deux irrigations ont été réalisées à la fin
tallage (17 au 27 février 00) et à l'épiaison (12-19 mars 00), la quan-
tité apportée étant estimée à 40 mm pour chaque irrigation. Une
grande différence sur l'état végétatif des lignées a été observée entre
les répétitions, due à l'écart de quelques jours entre les irrigations.
La figure 3 montre l'évolution de la pluviométrie pour les sites tuni-
sien et marocains pour la saison 1999/2000.
L'orge une espèce relais
Les QTL identifiés dans notre étude ont été comparés à ceux décrits
dans plusieurs espèces de céréales proches: blé, riz et maïs. Une zone
impliquée dans la variation de plusieurs paramètres du starot hydrique
et de l'Aü sur le chromosome 7HS s'est avérée colinéaire à une por-
tion du chromosome 8 du riz. C'est dans cette région que le QTL
majeur impliqué dans l'Aü à 70% de la TRE, ainsi que des QTL
impliqués dans l'enroulement foliaire et de nombreux critères raci-
naires sous stress ont été cartographiés chez le riz (Lilley et al., 1996)
(fig. 4). Le gène or contrôlant l'osmorégulation chez le blé est situé sur
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1Figure 3
Évolution de la pluviométrie sur les sites tunisien et marocain
durant la période de culture 1999/2000 jusqu'au mois d'avril 2000,
le bras homéologue à l'orge, sur le chromosome 7AS (Morgan, 1991;
Morgan et Tan, 1996), mais plus éloigné du centromère que chez
l'orge. Cette région pourrait correspondre à une portion du chromo-
some 6 du riz. La région centromérique du chromosome 2H contrôle
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1 Figure 4
Cartographie comparée d'une région chromosomique contrôlant
la variation de deux caractères liés à l'ajustement osmotique
chez l'orge et de l'ajustement osmotique à une teneur relative
en eau de 70 % chez le riz. Les caractères ont été mesurés
sous déficit hydrique dans les deux espèces.
la variation de 'JIn J00 et de CSS sous stress dans notre étude, mais aussi
le \)In létal sur le chromosome 7 (proche de COO588) du riz (Lilley
et al., 1996) et la sorrune de fructose + glucose sm une portion du
chromosome 10 (proche de CDO1417) du maïs (Pelleschi et al., 1999 ).
Ces relations de synténie entre QTL, si elles se confinnaient, auraient
des répercussions importantes en terme de physiologie comparée des
céréales, et justifieraient donc une investigation plus poussée. Une
comparaison génomique plus précise des régions entre les différentes
céréales devrait pennettre d'étudier la conservation des QTL entre
différentes espèces, et d'identifier les séquences d'ADN et le poly-
morphisme sous-jacents (This et Teulat-Merah, 1999). Le riz peut
dans cette approche servir de modèle pour la recherche de gènes, du
fait de son petit génome (Gale et Devos, 2000). Toutefois, des diffé-
rences existent entre le riz et les Triticées nolanunent le blé dur. Ces
espèces ne sont pas cultivées dans les mêmes régions géographiques.
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C'est pourquoi, surtout pour l'adaptation, le riz n'est pas forcement
un modèle biologique idéal, où des informations peuvent être utili-
sées pour améliorer l'orge et le blé dur. Une étude bibliographique de
Hay et Ellis (1998) souligne par exemple, que bien que des gènes de
sensibilité à la vernalisation soient communs entre orge, blé et seigle
(Triticées), une vernalisation par faible température n'est pas néces-
saire pour la floraison du riz , la cartographie comparée de ce carac-
tère offre donc peu d'interêt pour l'instant. Enfin, le passage direct
des comparaisons synténiques entre le modèle riz et le blé pose par-
fois quelques difficultés (Feuillet et Keller, 1999). L'orge peut donc
être considérée comme espèce relais non seulement pour des études
appliquées, mais aussi plus fondamentales en biologie des stress
environnementaux et en génétique moléculaire.
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1ntégration des outils
biotechnologiques
et agrophysiologiques
Le blé, une plante modèle
s. El Jaafarï1
L. Qariani1
1. El Hadrami2
M. Fagroud3
R. Paul4
1Introduction
La tolérance à la sécheresse est un phénomène complexe, faisant inter-
venir de nombreux mécanismes interagissant entre eux, et à déter-
minisme génétique complexe. Face à cette réalité, l'amélioration
génétique de la tolérance à la sécheresse devrait se concevoir selon une
stratégie qui valorise les apports potentiels des différentes disciplines
(génétique, physiologie, biotechnologies, agro-météorologie, modéli-
sation ... ) et qui prend en compte plusieurs niveaux d'intégration.
1 Laboratoire BAP, faculté des Sciences, université Moulay Ismaïl,
Meknès, Maroc.
2 Laboratoire de Physiologie végétale. faculté des Sciences Semlalia,
université Cadi Ayyad, Marrakech, Maroc.
3 Département d'Agronomie, centre de Calcul, École nationale d'agricul-
ture, Meknès, Maroc.
4 Faculté des Sciences agronomiques, Gembloux, Belgique.
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Cet article fait Je point sur]' état actuel des programmes d' amélio-
ration génétique du blé dans les milieux méditerranéens à risque de
sécheresse, utilisant des approches multidisciplinaires. La contribu-
tion potentielle des nouvelles biotechnologies en parallèle avec
l'approche traditionnelle et l'analyse des caractères morphophysio-
logiques sera discutée. L'apport des modèles de simulation du fonc-
tionnement du blé dans l'intégration des connaissances à des
échelles allant des organes de la plante au peuplement végétal et
dans la hiérarchisation des effets de la sécheresse sur les fonctions
biologiques sera évoqué.
Le blé en tant que plante modèle pour de telles approches est mis en
évidence à travers les acquis réalisés chez cette culture, à savoir:
- le développement de techniques écophysiologiques et la valida-
tion de traits intégratifs ;
- l'existence d'un pool d'espèces apparentées;
- le développement de techniques de culture in vitro et leur appli-
cation chez le blé;
- le développement de marqueurs moléculaires associés à des
caractères morpho-physiologiques chez le blé;
-l'élaboration de modèles intégratifs pour la croissance et le déve-
loppement;
- l'existence de bases de données;
- l'existence de réseaux et de programmes internationaux interdis-
ciplinaires.
1Développement de techniques
écophysiologiques et validation
de traits intégratifs
Chez le blé, le gain génétique du rendement a augmenté de 0,9 %
par an sur les 30 dernières années. Ces progrès ont été associés à un
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meilleur indice de récolte, à une augmentation du nombre de grains
par m2 et dans les cultivars plus récents à une biomasse plus élevée.
Cependant, il est prévu que la demande globale du blé augmente de
1,6 % par an sur les 20 prochaines années. Dès lors, des stratégies
physiologiques telles qu'une meilleure efficacité d'utilisation de
l'eau et du rayonnement, la manipulation du bilan sources-puits et
l'application d'instruments de sélection rapide des prelIÙères géné-
rations devraient être considérées pour accélérer le progrès géné-
tique (Reynolds et al., 1999 ; Reynolds et Pfeiffer, 2000).
Les variétés modernes se caractérisent par une force des sources et
des puits plus importante. En ce qui concerne les puits, le nombre
de grains par m2 est plus élevé chez les cultivars récents ce qui s'ex-
plique par un nombre de grains par épi plus élevé ou, de façon plus
nette, par un nombre de plantes au m2 plus important, permis, chez
le blé, par l'utilisation des « raccourcisseurs ». En ce qui concerne
la source, l'indice foliaire a augmenté, suite au nombre plus élevé
de tiges au m2 chez le blé.
L'analyse écophysiologique du progrès génétique devrait permettre
d'en dégager les bases physiologiques et ainsi, orienter et rendre
encore plus efficace le travail futur d'amélioration. En combinant
l'information sur les bases physiologiques des lilIÙtations du rende-
ment en conditions de sécheresse avec le développement de nou-
veaux instruments biophysiques (porométrie, spectroradiométrie,
fluorimétrie, osmométrie, psychrométrie ... ), les progrès génétiques
dans l'amélioration du blé en conditions de sécheresse devraient
augmenter à travers l'intégration des outils morphophysiologiques
aux approches classiques de sélection (El Jaafari, 2000).
Plusieurs caractères morphophysiologiques d'adaptation à la séche-
resse chez le blé ont été reportés dans la littérature (pour une revue
bibliographique voir Blum, 1988 ; Acevedo, 1987 ; Monneveux,
1991). Face à la multiplicité de ces caractères, il convient d'effec-
tuer un « tri ». Le choix des caractères à sélectionner peut relever en
fait de deux types de démarches:
- une prelIÙère, de type théorique, consiste à se baser sur les connais-
sances physiologiques acquises sur ces mécanismes pour en déduire
leur pertinence. Une telle démarche doit avoir en particulier pour
objectif de « valoriser» les connaissances acquises sur différents méca-
nismes d'adaptation, ou sur la physiologie de différents génotypes;
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- une deuxième démarche, de type expérimental, consiste à recher-
cher, dans le cadre d'essais effectués dans différentes conditions
environnementales, les relations existant entre le rendement, ou cer-
tains indices exprimant la tolérance du génotype, et l'expression de
certains caractères morphophysiologiques ou phénologiques. Cette
approche a permis d'identifier les principaux caractères associés à
la tolérance à la sécheresse chez le blé. Plusieurs caractères (effica-
cité d'utilisation de l'eau, discrimination isotopique du carbone,
teneur relative en eau), ainsi identifiés, ont été validés en créant des
lignées issues d'Une sélection divergente (Acevedo et Ceccarel1i,
1989 ; AI Hakimi et al., 1995, 1996).
1L'existence d'un pool d'espèces
apparentées au blé
Les espèces sauvages apparentées aux blés constituent un important
réservoir de gènes utilisables dans l'amélioration des formes culti-
vées. Les transferts les plus faciles sont ceux qui sont réalisés à par-
tir d'espèces ayant au moins un génome homologue à celui du blé.
Les transferts à partir d'espèces ayant des génomes homéologues
peuvent se réaliser par substitution d'un chromosome entier ou d'un
bras chromosomique. Plusieurs variétés possèdent ainsi la substitu-
tion lB/IR du seigle ou la translocation 1BLil RS.
L'adaptation du blé aux conditions de sécheresse peut être amélio-
rée en introduisant chez des variétés productives des caractères
morphophysiologiques de tolérance au déficit hydrique. La variabi-
lité génétique de ces caractères au sein du blé étant souvent limitée,
les croisements interspécifiques et l'introgression de caractères
favorables présents chez les espèces « primitives » pourraient
constituer une voie intéressante de recherche. Une telle approche a
d'ailleurs été préconisée et suivie pour améliorer chez le blé la tolé-
rance au froid (Tahir et Pashayani, 1990) et la tolérance à la salinité
(Gorham et Jones, 1991). Pour la tolérance à la sécheresse, une
variabilité génétique importante a pu être observée au sein des
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espèces apparentées au blé en ce qui concerne des caractères liés à
l'enracinement (AI Haldmi et Monneveux, 1993), la transpiration
foliaire (Araus et al., 1989), l'ajustement osmotique (Sinha et
Bansal, 1991), J'activité photosynthétique (Austin et al., 1982), le
contenu relatif en eau (Al Haldmi et al., 1995) et la discrimination
isotopique du carbone (AI Hakimi et al., 1996).
L'utilisation des espèces tétraploïdes (génomes AB et AG) apparaît
particulièrement prometteuse pour l'amélioration génétique de la
tolérance à la sécheresse du blé:
-les barrières génétiques sont peu fréquentes à l'intérieur du groupe
tétraploïde et, en cas de récalcitrance, la culture d'embryons imma-
tures peut être utilisée pour améliorer le taux de fertilité tout en per-
mettant d'accélérer les cycles de sélection (C1aesson et al., 1990) ;
- des niveaux élevés de tolérance à la sécheresse ont été signalés chez
T. dicoccum, T. polonicum et T. cathlicum (Van Slageren et al., 1991) ;
- certains croisements réalisés avec des blés primitifs ont donné des
résultats intéressants en zones sèches (variété Zenati et T. poloni-
cum, variété Sébou et T. polonicum, variété Sahel et T. dicocum).
Des travaux ont également été mis en chantier pour introduire chez
Je blé, des caractères de résistance aux stress issus d'espèces sauva-
ges (Triticum dicoccoïdes, espèces du genre Aegilops. Monneveux
et al., 2000).
L'handicap majeur se situe cependant dans la « signification agro-
nomique » des caractères introduits : les espèces apparentées, par
rapport aux espèces cultivées, sont généralement rustiques et cer-
taines d'entre elles sont tolérantes à la sécheresse. Toutefois, ayant
toutes un niveau de productivité faible, les répercussions et les
risques sont réels qu'un lien physioJogique existe entre le caractère
de résistance. Il peut d'ailleurs être un caractère de « survie », plus
qu'un caractère assurant le maintien d'une production en grains.
Ainsi, il se peut que le caractère introduit chez ('espèce cultivée soit
« contre productif ». Il est donc peut être convenable de chercher à
introduire chez l'espèce cultivée plutôt des caractères ou des méca-
nismes inductibles, à faible coût énergétique (cas de l'ajustement
osmotique par exemple), que des caractères de résistance qui péna-
lisent la production en grains.
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1Développement de techniques
de culture in vitro et leur application
chez le blé
De nombreux sélectionneurs de céréales visent l'intégration des
nombreuses biotechnologies in vitro, développées au cours des der-
nières années, dans les schémas traditionnels de production et
d'amélioration génétique du blé. Ces biotechnologies ont élargi
l'éventail des possibilités d'intégration qui s'offrent au phytogéné-
ticien tout en modifiant les méthodologies de croisements, de sélec-
tion, d'évaluation et de mise en marché de semences améliorées.
Essentiellement les biotechnologies particulières aux céréales cher-
chent à enrichir la diversité génétique et à produire des lignées
fixées. Il s'agit de l'haplodiploïdisation, l'hybridation interspéci-
fique (ou intergénérique), la culture in vitro et la cytogénétique.
L'haplodiploïdisation
L'haplodiploïdisation est un outil efficace tant en sélection que dans
les programmes de marquage moléculaire : deux modèles cellu-
laires sont actuellement testés chez le blé, à savoir la culture de cel-
luLes isolées embryogènes (culture de suspensions cellulaires
obtenues à partir de tissus somatiques d'embryons haploïdes ou
diploïdes), et la culture de microspores isolées.
Les premiers travaux de recherche sur la culture d'anthères du blé
ont été effectués en Chine et en France. Des plantes haploïdes ont été
obtenues pour la première fois par culture in vitro chez le blé cultivé
en 1970 (Bajaj, 1990). Depuis, la culture d'anthères de blé a connu
une utilisation notable dans le cadre de programmes d'amélioration.
D'autres études ont permis d'obtenir des plantes haploïdes à partir
de microspores isolées des anthères de blé (Mejsca et al., 1993).
Outre la fixation à l'état homozygote, ces techniques présentent
l'avantage de bien se prêter à l'évaluation au niveau cellulaire de la
résistance à divers stress abiotiques. En facilitant la régénération,
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elles devraient par ailleurs favoriser la réussite de la transformation
génétique chez le blé dur. De par la rapidité d'obtention de lignées
pures, l'haplodiploïdisation offre l'avantage de faciliter et de sim-
plifier la sélection et certaines analyses en génétique quantitative.
Elle constitue un outil efficace, en marquage moléculaire, car les
performances agronomiques de ces lignées haplodiploïdes sont plus
faciles à évaluer à cause de leur stabilité génétique.
Les méthodes de production de lignées haploïdes doublées (BD)
ont pennis d'accélérer considérablement le processus d'obtention
de lignées homozygotes, soit par androgenèse, soit par croisement
interspécifique. En effet, cette technique permet de produire, en une
seule génération de culture in vitro, des plantes dont les gènes sont
fixés, c'est-à-dire à J'état homozygote. La culture d'anthères de blé
a connu une plus grande utilisation dans le cadre de programmes
d'amélioration. Les progrès récents en androgenèse in vitro ont per-
mis la mise au point d'une nouvelle technique d'androgenèse in
vitro: la culture des microspores isolées de blé. Les avantages d'une
telle technique reposent surtout du côté des applications potentielles
de la culture des microspores, qui sont la transformation génétique,
la mutagenèse in vitro, la sélection in vitro et la réalisation d'études
génétiques (Kasha et al., 1992; Kasha et al., 1991).
La production d'haploïdes peut se faire par d'autres voies que la
culture d'anthères ou de microspores, en recourant aux croisements
interspécifiques ou intergénériques. Ces méthodes alternatives de
production d'haploïdes, qui furent découvertes accidentellement
chez l'orge, exploitent le phénomène d'élimination des chromo-
somes du parent mâle. Cette méthode dite bulbosum est applicable
au blé. Les plantes haploïdes sont peu utiles, puisqu'elles sont ché-
tives et stériles. Leur utilité découle du doublement de leurs chro-
mosomes pour donner des diploïdes homozygotes.
Les hybridations et le sauvetage
d'embryons immatures
Les mécanismes de résistance à l'aridité agissent à différents
niveaux d'organisation de la plante. L'existence de gènes particu-
liers ou de régulations particulières de gènes agit sur certaines
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réponses cellulaires au stress. Dans ce sens, la recherche de gènes
de résistance aux stress abiotiques a été envisagée chez les espèces
apparentées et sauvages.
Les croisements entre espèces cultivées et leurs espèces apparentées
non domestiquées ont même permis la création de nouvelles
espèces, dont le triticale est sans doute l'exemple le mieux connu.
Pour le blé dur, des croisements avec des espèces apparentées
domestiquées (Triticum polonicum, Triticum dicoccum) ont donné
des résultats consistants et encourageants. Toutefois, deux catégo-
ries d'handicaps peuvent se présenter lors de ces croisements. Les
unes sont liées à la fertilité d'hybrides obtenus et à l'expression des
caractères recherchés dans le « fond génétique» de l'espèce culti-
vée, les autres à la nécessité de plusieurs rétrocroisements.
Le sauvetage d'embryons immatures est une technique pennettant
l'élargissement des possibilités de croisements interspécifiques. Cette
méthode permet de préserver des hybrides nouveaux qui ne peuvent
survivre pour des raisons d'incompatibilité génétique. Les méthodo-
logies de croisement et de sauvetage d'embryons permettent d'obtenir
des plantes haploïdes dont le doublement de la garniture chromoso-
mique assure la production de lignées fixées. Le premier succès a sans
doute été celui de la culture des triticales, obtenu par croisement du blé
avec du seigle. En effet, l'intégration des technologies et des manipu-
lations in vitro permettent de donner des nouveautés très différentes de
celles de la nature. La fréquence des haploïdes naturels est nonnale-
ment trop faible pour être utilisable à des fins d'amélioration.
Le développement progressif des techniques de culture in vitro a faci-
lité l'hybridation interspécifique en permettant le sauvetage et la cul-
ture d'embryons. Plusieurs hybridations interspécifiques ont été
réalisées à partir des très nombreuses espèces du genre Triticum. De
nombreux gènes d'adaptation aux facteurs abiotiques sont rapportés
dans la littérature. L'hybridation interspécifique ouvre des perspec-
tives nouvelles et complémentaires aux techniques conventionnelles
de croisements intraspécifiques et de sélection de populations. Elle
pennet d'enrichir la diversité génétique en créant des espèces entière-
ment nouvelles par l'apport de matériel nouveau ou de refaire la syn-
thèse d'espèces connues. Les hybrides interspécifiques sont, entre
autres, une source de résistance à la sécheresse chez les céréales. De
très nombreuses combinaisons de gènes provenant de grains hybrides
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interspécifiques et intergénériques pennettent ainsi d'enrichir la
diversité génétique des espèces cultivées. Diverses analyses cytogé-
nétiques et l'hybridation in situ pennettent de mieux les caractériser.
L'hybridation interspécifique est appelée à profiter davantage du
développement des connaissances en cytologie moléculaire. La
méthode des bandes (chromosome banding) est considérée comme
une méthode rapide, relativement fiable et peu coûteuse. Mais, il
convient généralement de coupler les observations sur les bandes avec
d'autres méthodes de localisation des gènes telle l'hybridation in situ.
Les vitrovariations et la sélection in vitro
Des vitrovariations (gamétoclonales ou somaclonales) sont couram-
ment observées à la suite d'un ou de plusieurs cycles de culture de
cellules chez les haploïdes doublés. L'analyse de ces variations a été
faite également au niveau des ADN nucléaires et cytoplasmiques.
Puisque ces modifications se produisent assez fréquemment, elles
sont souvent étudiées en sélection in vitro. Celle-ci présente l'avan-
tage d'un contrôle des conditions de culture, tout en permettant la
manipulation d'un grand nombre de cellules, ce qui augmente la
probabilité de génotypes pouvant être sélectionnés.
Chez le blé plusieurs travaux ont rapporté l'utilisation des anthères,
des microspores, des embryons ou des cellules somatiques soumis à
des pressions de sélection simulant des conditions de stress
hydrique : osmoticum, forte salinité, ABA. .. L'objectif de telles
recherches repose à la fois sur la possibilité d'obtention de vitrova-
riations et sur la perspective de sélectionner au niveau gamétique ou
somatique, dans des conditions de stress, de nouvelles lignées tolé-
rantes à la sécheresse. Très peu de résultats ont été obtenus jusqu'à
aujourd'hui dans ce domaine. Citons cependant les travaux de Ye
et al. (1987) qui ont montré pour la première fois qu'une sélection in
vitro était possible chez l'orge pour la résistance à la salinité. Chez le
blé, la croissance des cals cultivés in vitro en présence d'ABA
semble être corrélée positivement à un effet réduit de cette honnone
sur les processus photosynthétiques de la plante. Ceci suggère la pos-
sibilité de sélectionner, in vitro, des génotypes dont l'activité photo-
synthétique serait moins affectée par l'ABA. En effet, des études des
effets, in vitro, de l'acide abscissique exogène sur le blé semblent
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révéler l'existence d'une relation entre le type d'adaptation variétale
à la sécheresse et la réponse à l' ABA (El Jaafari et al., 1993).
1Le développement de marqueurs
moléculaires associés à des caractères
morpho-physiologiques chez le blé
Les travaux conduits sur blé au Cimmyt et à l'Icarda (Nachit et al.,
20(0) ont établi de fortes relations entre plusieurs marqueurs molé-
culaires, le rendement, la composantes du rendement et plusieurs
caractères physiologiques concernés par la résistance à la séche-
resse (tab\. 1). L'intégration de ces marqueurs dans une sélection
indirecte pour l'amélioration de la résistance à la sécheresse serait
avantageuse lorsque la corrélation entre le marqueur molé<;ulaire et
le caractère est supérieure à l'héritabilité de ce dernier. Comme
l'héritabilité des marqueurs moléculaires est égale à 1, leur utilisa-
tion est particulièrement intéressante quand l'évaluation est faite
pour des caractères hautement affectés par les variations environne-
mentales comme le rendement et la tolérance à la sécheresse.
L'utilisation de ces marqueurs est très utile pour les caractères dif-
ficilement mesurables comme les paramètres racinaires et l'ajuste-
ment osmotique. À cause de la taille du génome du blé et de sa
polyploïdie, peu d'études de marqueurs moléculaires liés à la résis-
tance à la sécheresse ont été reportées chez cette plante (pour une
revue bibliographique des analyses QTL des caractères associés à la
résistance à la sécheresse chez le blé, voir Quarrie, 1996). Des
informations préliminaires sur une carte génétique et des QTL liés
à des caractères de résistance à la sécheresse chez le blé ont été rap-
portées par Quarrie et al. (1995) et Semikhodskii et al. (1997). En
plus de ces QTL, des QTL pour la biomasse racinaire (chromo-
somes 4BL et 5AL) et pour la discrimination isotopique (chromo-
somes JBS et 6BS) ont été caractérisés (Quarrie et al., 1999).
Morgan et Tan (1996) ont identifié des marqueurs moléculaires
associés à l'ajustement osmotique sur le chromosome 7AS.
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Caractère Marqueurs
Rendement en grain KSUG48, CD01090, CD0395, BCD1661
Longueur de l'épi BCD343
Longueur du pédoncule BCD782, BCD292
Vigueur précoce BCD758
Production de talles sous stress BCD292
Fertilité sous stress BCD348
Indice d'enroulement foliaire BCD348, BCD1355f
Température du couvert CD0669, BCD305
Extinction de la Fluorescence BCD292, BCD758
Potentiel hydrique foliaire BCD21 , BCD758
Teneur en proline BCD758
Discrimination isotopique du carbone CD01090, CD01312, KSUG48
1Tableau 1
Rendement en grain et caractères morphophysiologiques
associés aux marqueurs RFLP (Nachil et al., 2000).
Des QTL pour le rendement et des caractères de résistance deviennent
ainsi disponibles chez le blé. n serait, dès lors, possible de détenniner
quels caractères spécifiques sont liés au rendement en conditions de
sécheresse et identifier les marqueurs moléculaires associés à ces
QTL. Ces derniers pourraient servir à assister J'introgression de
caractères importants en matière de résistance à la sécheresse.
Afin d'obtenir une carte moléculaire aussi saturée que possible du
génome du blé, différents pays collaborent au sein de ['Itmi
(International Triticae Maping Initiative) pour identifier les mar-
queurs RFLP tout au long des chromosomes.
1L'élaboration de modèles intégratifs
pour la croissance et
le développement du blé
Par son caractère intégrateur, le modèle peut être un support utile au
raisonnement des protocoles expérimentaux dans un milieu pédo-
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climatique donné. Pour le cas de la sécheresse, les modèles actuels
n'intègrent pas les paramètres génétiques intraspécifiques au niveau
du fonctionnement hydrique de la plante. La prise en compte des
mécanismes d'adaptation à la sécheresse et leur variabilité chez une
espèce permettrait de faire le bon choix en terme de paramètres
génétiques liés à des caractères morpho-physiologiques. Cette inté-
gration nécessite une collaboration étroite entre sélectionneurs et
modélisateurs.
En ce qui concerne la modélisation du bilan hydrique du sol, une
gamme très diversifiée de modèles existe permettant d'utiliser au
mieux les caractéristiques du sol disponible (Brisson et Delecolle,
1993). Ils sont basés soit sur la loi de Richards nécessitant une esti-
mation des propriétés hydrodynamiques du sol et l'utilisation d'une
fonction puits racinaires soit sur l'analogie réservoir utilisant la
notion de réserve utile (Brisson et al., 1992). Ces modèles donnent
des simulations très satisfaisantes de la dynamique de la transpira-
tion journalière de la plante (cas de Arcwheat). Toutefois leur liai-
son avec le compartiment de croissance du modèle de culture leur
confère les spécificités suivantes: 1) séparation de l'évaporation et
de la transpiration, 2) estimation des besoins en eau par l'indice
foliaire, 3) prise en compte de la croissance racinajre en profondeur
et en densité. Une évolution intéressante de ce type de modèles
pourrait s'appuyer sur un couplage avec le bilan d'énergie pour
rendre compte de la dynamique horaire du flux hydrique
(Troufleau, 1991).
Parmi les modèles mécanistes du blé, Arcwheat (Addiscott et al.,
1986) présente une description précise du comportement de la
plante en conditions non limitantes permettant de prendre en
compte la variabilité génétique au niveau du développement pha-
sique et du fonctionnement trophique. Il comporte en outre des
modules hydrique et azoté.
Des modèles plus spécifiques ont été proposés pour intégrer des
réponses de la plante à différents niveaux d'organisation, de la cel-
lule au champ (SlOckle, 1989). Dans d'autres modèles intégratifs, le
rendement en grain du blé est exprimé comme un produit d'estima-
tions de trois facteurs: surface foliaire, efficience photosynthétique
et indice de récolte. Ces modèles peuvent être appliqués à des
mesures instantanées à un stade spécifique donné, ou alors, en inté-
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grant des mesures durant le cycle de vie de la plante à partir des
indices de réflectance au champs. En conditions de sécheresse,
Royo et al. (2000) suggèrent que les modèles intégrant les indices
NOVI (Normalized Difference Vegetation Index) et Sipi (Structural
Independant Pigment Index) et l'indice de récolte sont performants
à la fois pour des mesures instantanées ou des mesures intégrées
durant différents stades de développement du blé.
Le programme Ammi (Additive Main effects and Multiplicative
Interactions) est un exemple de modèles multivariés appliqué pour
comparer le comportement de différentes variétés de blé dans le
bassin méditerranéen (Nachit et al., 1992). Le modèle Ammi intègre
l'analyse de la variance pour les effets additifs avec celle des com-
posantes principales pour les effets multiplicatifs (Gauch et Zobel,
1989). Ce modèle a été appliqué pour l'interprétation des données
multilocales, pour le groupement de génotypes de blé et d'environ-
nements selon des caractéristiques appropriées et pour l'identifica-
tion des zones d'adaptation des blés (Crossa et al., 1991).
1L'existence de bases de données
sur le blé
L'intégration de plusieurs disciplines dans le cadre d'un programme
d'amélioration nécessite souvent la collaboration entre équipes au
sein de réseaux nationaux ou internationaux. La collecte, la sélec-
tion et l'organisation de l'information ainsi que sa circulation entre
ces différentes équipes deviennent alors nécessaires pour la réussite
de tels projets. Des bases de données à accès public constituent un
outil important pour que des chercheurs travaillant sur une même
espèce puissent volontairement participer à ces différentes phases
de gestion et de partage de l'information.
Sur le blé, la base de données de la FAO comprend des statistiques
par pays, la description des instituts travaillant sur cette espèce, une
description des zones agro-écologiques pour lesquelles le blé est
important ainsi qu'une description des systèmes de culture et des
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variétés cultivées dans chacune de ces zones. Une recherche à par-
tir d'un ou plusieurs critères (pays, zone agro-écologique, système
de culture, variété, longueur du cycle, utilisation et stress biotiques
et abiotiques) sera possible. Cette base de données s'adresse aux
personnes intéressées par la culture du blé, aux organisations et ins-
titutions gouvernementales, non-gouvernementales ou internatio-
nales (Gomez Macpherson et Marathée, 2000).
La base de données Iwis (International Wheat Information System)
développée au Cinunyt offre un domaine public avec un système
d'information lié aux progranunes nationaux d'amélioration du blé.
Les composantes majeures de cette base de données sont : le sys-
tème de gestion des pédigrées, le système banque de ressources
génétiques, le système de gestion des données (croisements, pédi-
grées, origines du cytoplasme, diversité cytoplasmique, synonymes
des variétés ... ). Iwis sert également conune outil actif de recherche
permettant d'avoir des informations sur les coefficients de parenté,
les informations génétiques, les performances internationales, les
liaisons avec les cartes génétiques ... (Pfeiffer et al., 2000).
D'autres bases de données relatives aux ressources génétiques du
blé existent au sein d'organismes comme l'institut Vavilov (Russie)
et l'Ipgri (Italie).
L'existence de réseaux
et de prograrnrnes internationaux
interdisciplinaires sur le blé
Augmenter la productivité et améliorer la qualité du blé sont des
enjeux qui exigent l'étroite collaboration d'équipes pluridiscipli-
naires, capables d'incorporer les nouvelles technologies. Plusieurs
réseaux ont été ainsi mis en place autour de progranunes d'études
intégrées du blé et particulièrement de sa tolérance à la sécheresse.
- Progranunes blé Cimmyt-Icarda : l'objectif de ces programmes
est l'amélioration du potentiel génétique et la stabilité du rende-
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ment cbez le blé. Les programmes Cimmyt-Icarda sont basés sur
un réseau de partenariats avec les programmes nationaux d'amé-
lioration du blé pour qui ils constituent la source majeure des ger-
moplasmes améliorés du blé. Les variétés et lignées de blé sont
développées pour une large gamme de conditions agro-écologiques
et sont adoptées dans plusieurs pays. Depuis les années 80, les pro-
grammes blé Cimmyt-Icarda se sont élargis également aux envi-
ronnements à contraintes hydriques avec la recherche de la
tolérance à la sécheresse, l'exploitation de la variabilité génétique
des espèces apparentées du genre Triticum et l'utilisation des mar-
queurs moléculaires.
- Réseau Sewana : ce réseau international est né des activités mises
en place depuis 1984 dans le cadre de collaborations bilatérales ou
multilatérales entres des partenaires du Nord et du Sud (CEE-AIR,
réseau Gram-sécheresse, réseau lcardalCimmyt-programmes Inra
nationaux, universités ... ) autour des programmes scientifiques :
a) programme tolérance à la sécheresse chez le blé dur ;
b) programmes biotechnologies in vitro et marqueurs moléculaires;
c) programme évaluation des ressources génétiques.
- ARC-blé de l' AUF : un programme d'Action de recherche concer-
tée (ARC) pour l'amélioration de la tolérance à l'aridité chez le blé
dur a été mis sur pied par un réseau international de laboratoires
(Belgique, Canada, France, Maroc, Thnisie). La méthodologie de
recherche adoptée consiste à mettre au point une approche globale
d'amélioration génétique du blé dur pour la tolérance à la sécheresse,
combinant à la fois l'exploitation de la biodiversité, le développe-
ment des techniques de culture in vitro, les outils morphophysiolo-
giques ainsi que l'utilisation des marqueurs moléculaires.
- Réseau Itmi : plusieurs pays collaborent au sein de ce réseau pour
la cartographie moléculaire du génome du blé.
- Réseau céréalier méditerranéen « RCM » : créé en mai 1989 à
Paris (France) et dont l'objectif est la mise au point d'une méthodo-
logie d'approche et d'identification des types variétaux et des
conduites les plus adaptées aux différents sous-climats du bassin
méditerranéen. La thématique du réseau est actuellement centrée sur
l'écophysiologie des céréales et animée par le service « Plantes-
Climat» de l'ITCF (Institut technique des céréales et des fourrages).
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- Réseau Interdrought : d'études intégrées de la tolérance à la
sécheresse chez les végétaux supérieurs. Interdrought était un
réseau international rassemblant des chercheurs de différentes dis-
ciplines, particulièrement la génétique, l'écophysiologie et la biolo-
gie moléculaire. Deux espèces importantes ont fait l'objet de cette
intégration au sein de ce réseau: le blé et le tournesol. Une banque
de données sur les gènes et les génotypes a été mise en place. Elle
regroupe les informations sur les sondes moléculair, le matériel
génétique issus des travaux sur la tolérance susceptibles d'être
échangés entre les laboratoires membres du réseau.
Conclusion
La stratégie à mettre en œuvre pour l'amélioration de la tolérance à la
sécheresse chez le blé devrait prendre en compte plusieurs niveaux
d'intégration, en définissant, pour chacun d'eux, un objectif spécifique.
La caractérisation physiologique, l'analyse génétique des caractères
et la recherche de marqueurs moléculaires pour ces caractères
s'avèrent d'une utilité incontournable. La physiologie examine les
effets du stress au niveau de la cellule ou de l'organe. La génétique
se préoccupe de la variabilité et de la transmission des caractères de
tolérance. La biologie moléculaire essaie d'identifier les gènes
impliqués dans la tolérance à la sécheresse. Aussi, l'exploitation de
la phase haplo"ide d'une plante de céréale ouvre de nouvelles pers-
pectives d'amélioration génétique fort intéressantes pour le déve-
loppement de la productivité du blé. L'apport des modèles de
simulation du fonctionnement du blé peut avoir lieu à travers l'in-
tégration des connaissances à des échelles allant des organes de la
plante au peuplement végétal et dans la hiérarchisation des effets de
la sécheresse sur les fonctions biologiques.
Ces niveaux constituent autant de maillons d'une chaîne faisant
intervenir des connaissances et des compétences en matière de phy-
siologie, de génétique, de biotechnologies, de biométrie et d'agrono-
mie. La mise en place de programmes fondés sur de telles stratégies
requiert la constitution d'équipes ou de réseaux pluridisciplinaires.
5. E~ JAAFARI et al. - Intégration des outils biotechnologiques el agrophysiologiques
Chez le blé, il s'agit de capitaliser les efforts déployés dans ce sens
par différentes équipes qui ont initié ce genre de collaborations au
sein de réseaux (Sewana, Gram-sécheresse, ARC-blé dur, Itmi,
RCM ... ) et d'articuler leurs actions avec les programmes blé
Cimmyt-Icarda. II s'agit aussi de promouvoir l'utilisation des bases
de données et les échanges d'infonnations et de ressources géné-
tiques entre ces différentes équipes via les bases de données et sys-
tèmes d'infonnations qui existent déjà sur le blé (FAü, Iwis, Ipgri ... ).
Même si les exemples d'intégration véritable de ces différents outils
sont encore peu nombreux, le potentiel de leur utilisation pour l' amé-
lioration du blé pour la résistance à la sécheresse reste attrayant.
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Les cultures de microspores isolées
un modèle cellulaire fascinant
E. Picard1
J. de Buyser1
La culture de microspores isolées est la méthode d'haplodiploïdisa-
tion la plus récemment mise au point. Elle est devenue une modèle
très séduisant pour atteindre divers objectifs: production d'haploïdes
plus aisée pour la sélection, observation cytologique des stades de
l'embryogenèse ex ovula, étude moléculaire des gènes impliqués
dans l'embryogenèse, transformation génétique, analyse des pro-
duits de la méiose etc.
Ce modèle cellulaire in vitro permet en effet quand il fonctionne
bien: 1) d'observer qu'une proportion importante des microspores
une fois isolées des tissus somatiques des anthères réagissent in vitro
et entrent en division (induction) ; 2) puis qu'une partie de ces micro-
spores induites deviennent, en franchissant des étapes analogues à
celles de l'embryogenèse normale zygotique, des « embryons» iden-
tiques à ceux que l'on observe dans les graines à maturité avec les
axes caulinaires et racinaires avec cotylédons (dicotylédones) ou
scutellum (monocotylédones) ; et 3) enfm d'obtenir la conversion de
ceux-ci en plantes entières haploïdes après transplantation sur un
milieu de régénération. Si nécessaire un doublement de leur stock
chromosomique par l'action d'un agent mitoclasique permettra
d'obtenir des lignées haploïde doublées homozygotes et fertiles. À
ce jour, ce processus n'est au point que chez peu d'espèces comme
le colza, l'orge, le riz, le tabac et plus récemment le maïs, le blé.
1 Laboratoire Morphogenèse végétale expérimentale, UPS Paris XI,
bât. 360. 91405 Orsay.
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La synthèse que nous présentons fait le point des recherches tant
appliquées que fondamentales ayant pour base expérimentale le
modèle « microspores isolées» ainsi que des perspectives. On mon-
trera notamment que malgré la difficulté d'application de ce modèle
à de nombreux génotypes d'une même espèce, il est devenu chez
l'orge et le colza l'une des voies majeures de production d'ha-
ploïdes doublés ; il a permis en outre de mettre en évidence par
exemple l'expression de gènes spécifiques de l'embryogenèse
haploïde chez le colza ou de réussir la transformation génétique
chez l'orge.
Communications orales
1Implication du continuum
matrice-plasmalemme-cytosquelette
dans le développement embryogène
de protoplastes
M. Petitprez1
H. Barthou1
C. Brière1
G. Alibert1
Des protoplastes d'hypocotyle de Tournesol cultivés en milieu liquide
se divisent de manière symétrique pour donner des microcolonies qui
évoluent en cals. Lorsque ces protoplastes sont préalablement inclus
dans une matrice d'agarose, les premières divisions sont majoritaire-
ment assymétriques et conduisent à la différentiation d'embryoïdes.
L'inclusion en agarose induit donc une polarisation qui aboutit à la for-
mation d'un embryoïde. Nous avons montré que l'adhésion matrice-
membrane est un facteur détenninant de la polarisation cellulaire : la
plasmolyse ainsi que les peptides porteurs du motif RGD inhibent la
différenciation d'embryoïdes. Sur le plasmalemme des protoplastes
nous avons mis en évidence des protéines homologues de AtELp, récep-
teurs à motif intégrine caractérisés précédemment chez Arabidopsis.
Parallèlement, des fractions protéiques de plasmalemme de tournesol
sont capables de lier spécifiquement le motif RGD. De telles protéines
trans-plasmalernrniques pourraient être impliquéees dans l'ancrage
matrice-plasmalemme et la réception du signal d'adhésion.
, Laboratoire de Biotechnologie et amélioration des plantes (BAP), INP-
EnsaUUA Inra. pôle de Biotechnologie végétale, 18 chemin de Borde
Rouge. Auzeville. BP 107, 31326 Castanet Tolosan, France.
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L'inclusion des protoplastes en agarose se traduit par une stabilisa-
tion du cytosquelette. Les microtubules s'organisent en travées par-
rallèles et une cage de microtubules s'édifie rapidement autour du
noyau. Le réseau d'actine, totalement déstructuré par la protoplasti-
sation se reconstruit en trois jours et aboutit à la formation de cables
d'actine reliant la cage périnucléaire au cortex. La suppression des
contacts matrice-plasmalemme par plasmolyse ou par addition de
peptides porteurs du motif RGD, provoque la destructuration du
réseau de microtubules - rupture des microtubules corticaux et dis-
parition des microtubules périnucléaires - et des microfilaments -
rupture des filaments corticaux d'actine et des cables cytoplas-
miques. La stabilisation des réseaux de microtubules et de microfi-
laments dépend donc des ancrages de protéines plasmalemmiques à
la matrice extra-cellulaire, et le cytosquelette pourrait participer à la
transduction du signal d'adhésion vers le noyau.
L'adhésion du protoplaste à la matrice d'agarose s'accompagne
aussi d'une réorganisation de la distribution des canaux ioniques.
En utilisant un antagoniste des canaux calciques fluorescent, nous
avons montré que la distribution des canaux ioniques, isotrope au
premier jour de culture, devient anisotrope pour marquer le futur
site de division cellulaire, et ce de façon très différente suivant le
type de division symétrique ou assymétrique. Le contact matrice-
plasmalemme permet donc une migration orientée des canaux
ioniques du plasmalemme, ce qui peut contribuer à la mise en place
d'un gradient cytosolique de calcium, d'une polarité cellulaire et du
futur plan de division.
Nos travaux illustrent ainsi le rôle du continuum matrice-plasma-
lemme-cytosquelette-canaux dans l'établissement de la polarité cel-
lulaire qui conduit à l'initiation d'un programme de développement
embryogène. Nous centrons actuellement nos efforts sur la caracté-
risation des récepteurs membranaires impliqués dans la réception du
signal d'adhésion et dans l'identification des protéines associées au
cytosquelette. Nous développons également un suivi de l'expression
des gènes au cours de l'acquisition de polarité chez le protoplaste.
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1Amélioration des pourcentages
d'induction de cals pendant
le processus d'androgenèse in vitro
chez le blé dur (triticum durum desf.)
S. Benzaghou1
P. Lepoivre1
Les haplométhodes pennettent d'accélérer les programmes d'amélio-
ration grâce à l'obtention rapide d'individus homozygotes, ce qui
réduit le nombre de cycles d'autofécondation nécessaires à la fixation
des lignées chez les plantes autogames. Le blé dur est cependant
récalcitrant à une application routinière de la culture d'anthères, étant
donné les faibles taux d'induction de cals principalement liés aux
faibles pourcentages d'anthères réactives et la proportion élevée de
plantes albinos régénérées. Notre travail a consisté à améliorer le
comportement androgénétique de la variété Jeneh-Khotifa sur le plan
de sa capacité à induire des cals ou des embryons.
Le matériel végétal est constitué de la variété Jeneh-Khotifa prove-
nant de deux sites différents (Jeneh-Khotifa 1 cultivée en Tunisie et
Jeneh-Khotifa 2 provenant de l'Icarda, son centre de sélection d'û1i-
gine). Les épis prélevés ont été soumis à un prétraitement au froid
(5 oC pendant 7 jours) avant d'être désinfectés. Les anthères ont
ensuite été mises en culture à raison de 20 par boîte de Petri (35 mm).
On a comparé les milieux liquides d'induction Zhang et le milieu
CHU modifié avec 0,26 M de maltose ainsi que l'absence et la pré-
sence d'ovaires de la variété Jeneh-Khotifa dans le milieu de culture.
1 Unité de phytopathologie, faculté universitaire des Sciences agrono-
miques. 2, passage des Déportés. 5030 Gembloux, Belgique.
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L'analyse des résultats a montré des effets hautement significatifs
de l'interaction entre Jeneh-Khotifa 2 et le milieu CHU avec pré-
sence d'ovaires dans ce dernier (47,78 % d'anthères embryogènes).
L'ajout d'ovaires dans les milieux d'induction porte à 50 % la pro-
portion d'anthères générant des structures embryogènes, alors que
moins de 10 % des anthères sont réactives en l'absence d'ovaires
dans les milieux d'induction. Pour la suite de notre travail, ces
résultats vont nous permettrent de nous pencher sur d'autres aspects
de l'androgenèse in vitro chez le blé dur comme la régénération dif-
ficile des plantes à partir des structures multicellulaires induites
ainsi que l'obtention de plantules albinos dans la majorité des cas.
Communications orales
1Étude de la diversité biologique de
l'Atriplex halimus L. dans les régions
désertiques méditerranéennes,
arides et semi-arides de l'Algérie
Repérage in vitro et in vivo d'individus résistants
aux stress abiotiques et constitution de clones
A. Harrag1
M. Kaabache1
Les caractères pédo-c1imatiques de J'Algérie favorisent dans de nom-
breuses régions des processus de salinisation des terres très contrai-
gnants pour les agriculteurs.
En ce sens, l'étude biologique de l'Atriplex halimus L. dans les régions
désertiques méditerranéennes, arides et semi-arides de l'Algérie aux
plans de sa structure morphologique et physiologique (résistance à la
salinité et à la sécheresse) et sa qualüé fourragère (production de bio-
masse et paJatabilité) s'inscrit dans une problématique bien définie. Sur
la base de l'étude de la diversüé biologique au sein de l'espèce (varia-
bilité intra-spécifique, polymorphisme, ete.) pour permettre de définir
à partir des analyses morphologiques, physiologiques et/ou biochi-
miques au niveau cellulaire sur la plante tout entière (culture in vitro)
afin de mieux comprendre les facteurs impliqués dans les mécanismes
de résistances aux stress abiotiques qui conduit à l'amélioration de la
qualité fourragère (haute production et bonne palatabilité).
1 Laboratoire de Biodiversité et ressources phytogénétiques, département
de Biologie, faculté des Sciences, université Fertlat Abbas, Sétif, Algérie.
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De ce point de vue, nous n'abordons pas un sujet vierge puisque,
déjà en 1994, J'Union européenne lançait un projet de recherche sur
l'Atriplex halimus (contrat n° TS3-CT94 - 0264). La recherche
d'une stratégie ou d'une technique perlormante de clonage in vitro
de l'Atriplex halimus par la multiplication d'une large échelle de
génotypes plus performants, en vue d'un repeuplements d'Atri-
plexaies pour l'amélioration de la production de phytomasse des
steppes fourragères s'avère très nécessaires.
Si cette étude peut constituer un bon préalable au niveau écologique
par la compréhension des facteurs réellement impliqués dans les
processus de résistances aux stress abiotiques (contraintes saline et
hydrique). Cette étude représente par contre un niveau avancé dans
l'amélioration de la qualité fourragère et le rendement de produc-
tion de phytomasse quant aux applications biotechnologiques.
Celle-ci nécessite l'identification des marqueurs très fiables de
résistances afin de sélectionner des individus intéressants.
Communications orales
La résistance aux parasites :
quelles stratégies pour la plante?
M. Nicole1
Parmi les avantages attendus de l'amélioration variétale des plantes,
l'augmentation de la durabilité des résistances aux parasites (bacté-
ries, champignons), virus et ravageurs (insectes, nématodes) occupe
sans conteste une place prépondérante. Elle conditionne une
meilleure qualité des produits agronomiques, la pérennité des ren-
dements et la réduction de l'utilisation des pesticides.
Pour contrer les attaques microbiennes, les plantes disposent d'une
panoplie de mécanismes de défense dont certains conduisent à la
mort du parasite. La réaction hypersensible (RH) représente ainsi le
phénotype d'une résistance spécifique fondée sur un déterminisme
gène à gène (gènes de résistance R - gènes d'avirulence des para-
sites). L'interaction des produits de ces gènes déclenche une cas-
cade de signaux à l'origine d'une réponse locale acquise et
systémique acquise. Dans les deux cas, on assiste à l'activation de
gènes de défense dont l'expression, orchestrée par les formes
actives de l'oxygène et l'acide salicylique, conduit à la production
de molécules antimicrobiennes (protéines PR, phytoalexines) et au
renforcement des barrières mécaniques.
Lorsque la résistance n'est pas génétiquement contrôlée par les
gènes R, un éliciteur, exogène émis par le parasite (élicitine, oligo-
mères de chitine, glucanes), ou endogène, résultant de la dégrada-
tion des parois des cellules hôtes (oligosaccharides) active les
réactions de défense de la plante. La réaction systémique induite qui
1 IRD, Genetrop, BP 5045, 34032 Montpellier, France.
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peut en découler implique des signaux tels quel!' éthylène et l'acide
jasmonique. L'action coordonnée de ces réponses dans le temps et
dans l'espace conditionne le succès de la résistance de la plante à
l'invasion parasitaire.
Le sélectionneur et le pathologiste ont sans cesse cherché à aug-
menter la résistance aux parasites chez les plantes cultivées. Que se
soit par les voies classiques de la génétique (introgression ou addi-
tion de gènes R) ou par les techniques récentes de la transgénose
(transferts de gènes R ou de défense ou de gènes viraux), l'exploi-
tation génétique des mécanismes de défense ou de nouvelles
sources de résistance contribue à renforcer le potentiel défensif des
plantes. Une autre voie très prometteuse consiste à induire, ou
amplifier, les réactions de défense en traitant les plantes par des
molécules naturelles non toxiques. Ces éliciteurs biotiques
(microorganismes non pathogènes) ou abiotiques (oligosaccharides,
enzymes) conditionnent la plante à réagir rapidement et plus effica-
cement à des situations de parasitisme. Certaines réactions peuvent
persister, conferant à la plante une forme de prémunition.
Alliée à l'usage de pesticides moins toxiques, cette approche ren-
force le concept de protection biologique intégrée, afin de créer un
environnement favorable à la plante pour mieux gérer les effets
d'une pression parasitaire importante dans le cadre d'un développe-
ment durable.
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1Effets inducteurs de tubérisation
de l'expression localisée du gène ipt
dans les bourgeons axillaires de tabac
A. Guivarc'h1
J. Rembur1
M. Nain1
T. Schmülllng2
O. Chriqui1
La transgenèse offre la possibilité d'analyser les effets produits par
des modifications des états hormonaux, en particulier les cytoki-
nines. Cependant, les plantes transgéniques exprimant de façon
constitutive le gène ipt d'Agrobacterium tumefaciens codant une iso-
pentényl transférase impliquée dans la biosynthèse des cytokinines
présentent de nombreuses modifications du développement dues aux
effets pléiotropes de ces hormones. Pour connaître spécifiquement
les effets des cytokinines, il est donc nécessaire de créer des plantes
exprimant le gène ipt de façon localisée. Dans ce but, des tabacs
transgéniques ont été créés par mutagenèse insertionneUe avec une
construction ne comportant que la séquence cadante du gène ipt.
Parmi toutes les lignées régénérées, la lignée bik62-ipt présentant
uniquement une perte de dominance apicale comme modification
phénotypique a été sélectionnée et caractérisée. L'hybridation in situ
a révélé que l'expression du promoteur bik62 est restreinte aux bour-
1 Laboratoire CEMV, université Paris VI. bât. N2, case courrier 150, 4 place
Jussieu, 75252 Paris cedex 5, France.
2 Universiliit Tübingen, lehrstuhl für Allgeme/ne Genetlk, Au1 der Morgenslelle
28,0-72076 Tübingen, Allemagne.
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geons axillaires. De plus, elle est régulée au cours du développement
puisqu'elle n'est détectable qu'après le passage en phase préflorale.
Cette expression aisselle-spécifique conduit à une accumulation
localisée des cytokinines visualisée par immunocytochirnie. En outre,
de façon inattendue, le tabac n'étant pas une plante naturellement
capable de produire des structures tubérisées, les bourgeons axillaires
des plantes bik62-ipt se développent en acquérant des caractéristiques
de tubérisation telles que stimulation de la croissance radiale, feuilles
de taille réduite, accumulation d'amidon et de saccharose qui s'ac-
compagne en parallèle d'une diminution des teneurs en glucose. Ces
résultats soulignent le rôle des cytokinines dans les effets puits-
source et dans la régulation des gènes impliqués dans le métabolisme
et le transport des sucres.
Communications orales
1Étude de riz transgéniques résistants
à la maladie du tungro, avec obtention
de lignées quasi-immunes contre
le rice tungro spherical virus (rtsv)
H. Huet1 J.-P. Brizard3
P. D'Cruz2 R. Beachy4
J. Yadav4 C. Fauquet4
P. Marmey3 A. de Kochko3
La maladie du tungro est la principale menace virale pour la pro-
duction mondiale de riz. Cette maladie, qui affecte le riz dans toute
l'Asie du Sud-Est, résulte de l'association du rice tungro bacilli-
form virus (RTBV), qui induit les symptômes, et le rice tungro
spherical virus (RTSV) qui assiste la transmission des deux virus,
par les cicadelles. Le RTBV est un virus à ADN circulaire double
brin, alors que le RTSV est un virus à ARN simple brin dont la cap-
side est formée de trois protéines de capside (PC) distinctes. Afin de
tester l'efficacité de la résistance dérivée du pathogène contre cette
maladie, des lignées transgéniques de riz (essentiellement de variété
japonica) ont été produites par microbombardement. Bien que de
nombreuses lignées transformées avec différents fragments dérivés
du génome du RTBV aient été testées, aucune résistance à ce virus
1 Virology Dpt, ARO, Volcani Center, POBox 6, Bet-Dagan 50250, Israël.
2 Stanlord University CA, États-Unis.
3 IRD, GeneTrop, BP 5045, F-34032 Montpellier, France.
4 Iltab/DDPSC, UMSL, Benton Hall, 8001 Natural Bridge Raad, Saint-
Louis, MO 63121, États-Unis.
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n'a pu être enregistrée. En revanche, plusieurs lignées se sont avé-
rées résistantes au RTSVs. En effet, les gènes des PC confèrent une
résistance modérée (de 20 à 70 %), cette résistance se caractérisant
surtout par un délai de l'infection. Les 3 PC semblent protéger les
riz avec la même efficacité, et il n'apparaît pas d'effet additif de
cette protection chez des plantes cotransformées avec les gènes des
3 PC6. Des plantes ont été également transformées avec le gène de
la réplicase (Rep) du RTSV en orientation négative. La résistance
obtenue fut moyenne (60 %) et l'expression du transgène élevée7.
Par contre, avec des lignées exprimant le gène Rep en orientation
positive, la résistance fut de 100 % pour plusieurs lignées, associée
à une faible expression de l'ARNm du transgène, suggérant que le
mécanisme de cette quasi-immunité est de type « cosuppression »7.
Ces lignées résistantes au RTSV étaient incapables d'assister la
transmission du RTBV et donc de participer à la propagation de la
maladie. De plus, il a été montré que les deux virus agissent en
synergie, les plantes résistantes au RTSV voient leurs symptômes
diminués lorsqu'elles sont infectées par RTBV Ces lignées transgé-
niques pourraient être utilisées dans une approche épidémiologique
pour lutter contre la maladie du tungro. Des essais aux champs sont
en cours de mise en place.
5 E Sivamani, H Huet et al., 1999 - Molecular breeding 5 : 177-185.
6 L Chen et al., 1998 - Nature Biotech. 16: 1060-1064.
7 H Huet et al.. 1999 - Phytopathology 89: 1022·1027.
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Stress oxydatif et vieillissement
de la pomme de terre après récolte
une approche transgénique
P. du Jardin1 C. Rouvlère1
F. Oejaeghere1 J.-C. Martiat1
J. Rojas-Beltran1 M.-L. Fauconnier2
M. Abd Alla Kotb1
Les tubercules de pomme de terre manifestent une dormance sous
contrôle génétique, physiologique et environnemental complexe.
Une fois la dormance physiologique levée, les germes peuvent être
inhibés par des traitements chimiques ou physiques appropriés. Le
tubercule manifeste alors un vieillissement, marqué par une perte
progressive de la dominance apicale et du potentiel de croissance
des gennes. La maîtrise de la dormance et du vieillissement de la
pomme de terre est essentielle à sa valorisation et nécessite la com-
préhension de ses bases physiologiques. Panni les multiples facettes
du vieillissement, les dommages cellulaires dus aux fonnes actives
de l'oxygène (FAO) - superoxyde, peroxyde d'hydrogène, radical
hydroxyle, etc. - sont décrits chez de nombreux organismes. Notre
recherche a tout d'abord identifié les isoformes d'enzymes antioxy-
dants - superoxyde dismutases, catalases, peroxydases - exprimées
dans le tubercule dans différentes conditions et à différents temps de
1 Unité de Biologie végétale, faculté universitaire des Sciences agrono-
miques de Gembloux, 2, passage des Déportés, B-S030 Gembloux,
Belgique.
2 Unité de Chimie générale et organique, faculté universitaire des Sciences
agronomiques de Gembloux, 2, passage des Déportés, 8-5030 Gembloux,
Belgique.
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stockage. Afin d'évaluer ensuite l'importance des stress oxydatifs
dans le vieillissement de la pomme de terre, des lignées transgé-
niques surexprimant une superoxyde dismutase ont été obtenues.
Certaines d'entre elles manifestent une tolérance accrue aux super-
oxydes produits par l'herbicide paraquat et leurs tubercules sont
actuellement analysés quant aux paramètres du vieillissement cellu-
laire (pertes d'électrolytes, peroxydation lipidique) et physiologique
(nombre et vigueur des germes). Le métabolisme des FAü semble
par ailleurs jouer un rôle dans le contrôle de la levée de dormance,
certaines lignées étant modifiées à ce niveau. De plus, du peroxyde
d'hydrogène appliqué de façon exogène s'avère capable de lever la
dormance du bourgeon apical du tubercule. De nouvelles lignées
transgéniques modulées dans leur activité catalasique sont produites
afin de préciser le rôle et la régulation de la concentration en per-
oxyde d'hydrogène dans le tubercule.
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1La signalisation par les modules
MAP kinases, intérêt pour le futur
A. Champion1
A. Picaud1
M. Kreis1
Y. Henry1
L'activation des voies de type MAP kinases met en œuvre une cas-
cade de phosphorylations. C'est au travers d'un module (MEKK,
MEK, MAPK, ± MAP4K) très conservé au cours de l'évolution que
les molécules impliquées dans la signalisation extra et intra-cel\u-
laires transmettent et spécifient, du récepteur au noyau, les infor-
mations permettant de réguler la division, la croissance, la
différenciation et le développement, ainsi que la réponse à diverses
contraintes environnementales. Aussi, de très nombreuses voies de
signalisation « distribuent» ces signaux dans les divers comparti-
ments de la cellule et dans l'organisme. La compréhension de ces
mécanismes de signalisation apparaît aujourd'hui, plus que jamais,
nécessaire. Nous montrerons au travers de quelques exemples, en
quoi cette connaissance est importante pour la biologie de demain:
- identification de fonctions conservées dans les divers règnes
(transgénomique), permettant à l'expérimentateur de concentrer son
action dans une direction vraisemblable;
- modification de la transmission du message (protéines recombi-
nantes, ajouts de motifs, mutants « gain de fonction» et « perte de
fonction », peptides se liant à des molécules de signalisation). Parmi
1 Laboratoire BDP, UMR CNRS 8618, IBP, bât. 630, université Paris-Sud,
91405 Orsay, France.
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les conséquences de telles modifications (nouvelle expression, sur-
expression ou absence d'expression), on peut noter par exemple, le
contrôle de la méthylation « stable» de résidus cytosines.
En nous appuyant sur l'exemple de la voie la mieux connue à ce
jour (voie du mating chez la levure), révélatrice de la grande com-
plexité des mécanismes biologiques : 1 signal-plusieurs réponses,
connexion avec le réseau de signalisation, nous montrerons pour-
quoi il est avantageux, de concentrer des efforts sur l'analyse de la
perception et de la transmission du signal, c'est-à-dire de s' intéres-
ser aux mécanismes « amont» de signalisation.
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Progrès, opinion publique
et biotechnologies
A. Kahn1
Selon la Genèse, Premier texte de la Bible, le Seigneur Dieu, après
qu'il eut créé l'homme et la femme au sixième jour, lui donna les
consignes suivantes:
« Soyez féconds et prolifiques, remplissez la terre et dominez là. Je
vous donne toute herbe, tout arbre. Soumettez les poissons de la
mer, les oiseaux du ciel et les bêtes qui grouillent sur la terre ». De
fait, l'homme obéit. Après avoir tiré sa nourriture de la chasse et de
la cueillette pendant des centaines de milliers d'années, l'Homo
sapiens inventa l'agriculture et l'élevage, il y a environ la 000 ans.
On trouve, en Mésopotamie, un texte sumérien datant d'environ
5 400 ans, parmi les premiers connus, qui tout à la fois décrit le pro-
cédé de fermentation de la bière - la première biotechnologie au
sens strict du terme - et réglemente le commerce des boissons alcoo-
lisées... Puis, au cours des millénaires, l'homme croise les espèces
et les variétés, les sélectionne, les améliore, créé de toute pièce de
nouvelles plantes telles que le blé (environ 5 000 ans av. J.-c.), jus-
qu'à transformer très profondément son environnement.
Notre vieille Europe connaît jusqu'au début de ce siècle des alter-
nances de relative prospérité et de grandes famines provoquées par
des désordres humains ou des maladies des cultures. En Irlande, à la
fin du siècle dernier, la maladie de la pomme de terre fait plus de
dégats dans ce pays que la Première Guerre mondiale et contribue
puissarrunent à l'émigration irlandaise vers les États-Unis d'Arné-
1 ICGM, CHU Cochin, Inserm U.129, 24, rue du faubourg St-Jacques,
75014 Paris, France.
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rique. De grandes famines sont encore notées entre 1920 et 1930 en
Ukraine et Russie. Cependant, la conjonction des progrès en géné-
tique, du machinisme agricole, de la fertilisation des terres et de
l'emploi des phytosanitaires, associés à l'irrigation, transforme en
quelques années l'Europe en continent non seulement auto-suffisant
mais aussi largement exportateur de produits agricoles. Ce résultat,
obtenu en une période de croissance rapide de la population, contre-
dit toutes les prévisions de Malthus au début du XVIIIe siècle.
À partir de 1973, les progrès de la génétique débouchent sur les pos-
sibilités du génie génétique, c'est-à-dire du transfert de matériel
génétique d'une cellule à J'autre, d'un organisme à l'autre. La puis-
sance de ces méthodes provoque une véritable révolution dans les
possibilités d'étude et de modification des organismes vivants, dont
les retombées se font aujourd'hui sentir dans le domaine de la
recherche pharmaceutique et de la production de médicaments, de
la médecine, de l'élevage, des cultures, de l'agro-alimentaire et de
certains secteurs de la chimie. C'est grâce à l'utilisation des
méthodes du génie génétique qu'ont pu être mises au point en un
temps record les thérapeutiques contre le virus du sida, qu'est soi-
gnée l'immense majorité des diabétiques recevant de l'insuline dans
le monde, que peuvent être produites des protéines thérapeutiques
telles que l'hormone de croissance, le facteur anti-hémophilique,
dépourvues des redoutables contaminants qui ont provoqué de si
terribles drames dans les années quatre-vingt. L'opinion publique a
rapidement été convaincue des très intéressantes perspectives
d'amélioration de la prévention et du traitement de maladies graves
qu'offre le génie génétique dont la mise en œuvre a, par conséquent,
souvent été accueillie avec soulagement.
Tout autre est, dans certaines régions du globe, notamment en
Europe, l'accueil réservé à l'utilisation du génie génétique pour
améliorer les variétés végétales, surtout quand celles-ci doivent être
transformées en une denrée alimentaire pour l'Hornrne. C'est que,
contrairement à son attitude face aux problèmes de santé,
l'Européen moyen n'est pas partie prenante du développement tech-
nologique des méthodes culturales. Les citoyens savent qu'en
Europe les problèmes sont plus ceux de la surproduction que des
rendements insuffisants et ont plutôt la nostalgie d'un temps, large-
ment mythique, où l'aliment était uniquement un cadeau de la terre
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à l'élaboration duquel contribuait peu la main de l'homme. Cette
exigence du produit naturel explique le développement important
des marchés de l'agriculture biologique en Europe. Le « producti-
visme» a d'autant plus mauvaise presse qu'il a été rendu respon-
sable de l'épizootie d'encéphalite bovine spongiforme qui a créé un
véritable trausmatisme dans l'opinion publique européenne. Dans
ce contexte de suspicion plutôt hostile aux biotechnologies végé-
tales et de mobilisation des associations de consommateurs, les
campagnes des groupes ontologiquement adversaires des biotech-
nologies ont naturellement trouvé un terrain réceptif. Le courant
d'opinion ainsi créé a été renforcé par la nature des premiers dos-
siers « d'aliments transgéniques» traités en Europe, marqués du
sceau des ambitions industrielles de grands groupes internationaux
perçus comme une menace contre l'agriculture traditionnelle et la
culture européenne. Enfin, tous les projets de biotechnologie se sont
trouvés pris dans la vague d'interrogations anxieuses et d'incom-
préhension hostile envers les « manipulations du vivant », souvent
ressenties comme ressortant du même dessein que les funestes pro-
jets eugéniques de la première moitié du siècle.
Et pourtant, à l'échelle des inconstestables besoins d'amélioration
de la productivité végétale dans le monde entier, les biotechnologies
végétales sont probablement une nécessité. Comment faire en sorte
que les progrès dans l'amélioration variétale des plantes soient per-
çus plus comme une contribution à la solution des réels problèmes
agricoles dans le monde qu'à des positionnements stratégiques
industriels ? Comment associer mieux les citoyens aux évolutions
scientifiques et techniques et à la prise des décisions scientifiques et
techniques qui les concerne ? Comment faciliter le partage des
connaissances et des techniques, de telle sorte qu'elles ne soient pas
un moyen supplémentaire d'assujettissement des pays pauvres aux
pays riches? Quels sont les buts, les moyens et les perspectives des
entreprises biotechnologiques dans les domaines de la santé, de
l' agro-alimentaire et de l'environnement? C'est de notre capacité à
reinstaurer un dialogue ouvert et confiant entre science, technique
et société que dépend le dépassement des blocages actuels, et donc
en partie le monde que nous construirons au XXIe siècle.
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Sauvegarde et exploitation
biotechnologique des Psiadia sp.
de l'île Maurice: analyse génétique
P. Bessel
H. Kodja1
J. Govinden-Soulange2
A. Gurib-Fakim3
Au fur et à mesure de la colonisation des îles des Mascareignes, les
défrichements pour la mise en culture agricole, la dégradation des
milieux naturels et l'introduction de nombreuses espèces envahis-
santes ont entrainé la disparition ou la raréfaction de nombreuses
espèces endémiques. Tel est le cas à Maurice et surtout à Rodrigues
où plus de 30 % de la flore est en voie de disparition. Deux de ces
espèces, Psiadia arguta et Psiadia terebenthina, appartenant à la
famille des Composées, et endémiques de Maurice, nécessitent des
mesures de conservation urgentes. De plus, dans la pharmacopée
locale, ces deux espèces aromatiques sont réputées pour leurs ver-
tues médicinales. C'est ainsi que l'infusion de feuilles, en tisane,
soigne la toux, l'asthme, et d'autres infections pulmonaires. Une
prospection sur l'ile Maurice a été réalisée afin de constituer une
collection d'individus appartenant à P. arguta et P. terebenthina, en
vue de leur analyse génétique, chimique (huiles essentielles et méta-
1 Laboratoire de Biologie et physiologie végétales, génétique moléculaire
et évolutive, faculté des Sciences, université de la Réunion, BP 7151,
Saint Denis Messag cedex 9, île de La Réunion.
2 Faculté d'Agriculture, université de Maurice, le Réduit, île Maurice.
3 Département de Chimie, université de Maurice, le Réduit, île Maurice.
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bolites secondaires) et phannacologique (propriétés insecticides,
antimicrobiennes et antifongiques), et de leur conservation in vitro.
Dans le cadre de l'analyse génétique, la totalité des 8 espèces de
Psiadia endémiques de l'île Maurice a été échantillonnée, ainsi que
des représentants de Psiadia endémiques de l'île de La Réunion.
Les résultats présentés concernent l'étude de la diversité génétique
représentée dans cette collection, grâce à l'utilisation de marqueurs
RAPD, interprétée en relation avec les données morphologiques et
chimiques disponibles.
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Caractérisation biochimique et
génétique de la qualité technologique
des blés cultivés en Algérie.
Relation avec la qualité
A Cherdouh1
D. KhelifP
J. M. Carrilo2
M. T. Niéto-Taladriz2
À travers l'étude biochimique et génétique des protéines de réserve
du blé dur, ce sont la diversité et l'influence de ces protéines sur la
qualité technologique qui sont recherchées. Ce travail a porté sur
62 variétés de blé cultivées en Algérie. L'analyse biochimique a été
effectuée par électrophorèse des protéines de réserve du grain: glia-
dines et gluténines de haut poids moléculaire et faible poids molécu-
laire. Pour cela, la technique SDS-Page a permis d'estimer la
diversité génétique des HPM, des FPM et des -gliadines de la zone D.
Une variabilité très importante est observée pour chacun de ces
types de protéines. Parmi les 20 allèles de FPM relevés, 4 nouvelles
fonnes allèliques sont répertoriées pour la première fois chez les
blés durs algériens. Pour les gliadines, une très grande variabilité
génétique est constatée grâce à la technique Acid-Page. L'étude de
la relation entre les protéines de réserve et la qualité a été effectuée
1 Laboratoire de Biochimie génétique, ISN université de Menlouri
Constantine, route Ain E 1Bey, Constantine, 25000 Algérie.
2 Unidad de Genetica, ETS Ingenieros Agronomos, Universidad
Politecnica, E-28040 Madrid, Espagne.
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sur 21 variétés. Les résultats confirment que certaines protéines de
type LMW-2 ont un effet significatif sur la qualité.
Mots-clés: Blé dur - Gliadines - G1uténines - Qualité - Variabilité
génétique.
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1Diversité phénotypique des fruits
chez Argania spinosa L. Skeel
complémentarité des caractères
morpho-biochimiques et analyse par ACP
H. Chernane1
A. HafidP
1. El Hadraml2
H. Ajana1
Le présent travail, basé sur l'analyse en composantes principales de
42 variables morphologiques et biochimiques, a pour objectif de
caractériser la variabilité phénotypique ou génotypique de quatre
types de fruits d'Arganier : sphérique, ovale, ovale-apiculé et fusi-
forme. L'étude a montré que les variables biométriques (longueur
du fruit, longueur du noyau et rapport largeurllongueur du fruit)
ainsi que les variables biochimiques telles que les teneurs en poly-
phénols totaux, en acide p-hydroxybenzoique et en f1avan-3-0Is
peuvent être retenues comme étant les caractères les plus discrimi-
nants entre les quatre types de fruits étudiés. Ces caractères se sont
avérés fortement corrélés à la première composante principale PCI
qui explique 64 % de la variabilité totale. Les caractères largeur du
fruit, largeur du noyau, taux d'insaponifiable, proportion en acide
linoléique, proportion en schotténol et en stérol E (stérol minoritaire
1 Laboratoire des Sciences des aliments (LAF 313), faculté des Sciences
Semlalia, BP 2390, 40001 Marrakech, Maroc.
2 Laboratoire de Physiologie végétale (JER 3008), faculté des Sciences
Semlalia, BP 2390, 40001 Marrakech, Maroc.
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non encore identifié) corrélés à la deuxième composante principale
PC2 permettent de placer les fruits sphériques du côté négatif de
l'axe 2 (PC2). La projection des individus sur le plan défini par les
axes PCI et PC2 permet de distinguer successivement du côté posi-
tif au côté négatif de l'axe 1 les fruits sphériques, ovales, ovales-
apiculés puis fusiformes. Cette diversité morpho-biochimique des
fruits pourrait avoir une base essentiellement génétique, et l'on peut
utiliser en complémentarité l'ensemble des caractères pour appro-
cher la biodiversité au sein des arganeraies.
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1Variations hétérochromatiques du
génome 0 chez Triticum aestivum L.
et une espèce apparentée Aegilops
ventricosa Tausch.
D. Hamouda1
N. Bennaleg1
N. Ait-Oumeziane1
N. Khalfallah2
S. Siljak-Yakovlev2
L'aJlopolyploïdie a joué un rôle essentiel dans l'apparition du blé
dur et du blé tendre. La formule génofiÙque du blé tendre est
AABBDD (2 n = 6 x = 42). L'espèce ayant donné le génome D est
Aegilops squarrosa. Aegilops ventricosa Tausch. appartient aux
espèces voisines possédant avec le blé tendre des génomes com-
muns. Sa formule génofiÙque est DDNN (2 n = 4 x = 28) et le
génome D provient de l'espèce Aegilops tauschii. Dans le cadre
d'une étude portant sur le polymorphisme hétérochromatique chez
quelques variétés de blé tendre cultivé en Algérie et chez des
espèces sauvages appartenant au genre Aegilops, nous avons porté
une attention particulière à la coloration différentielle au Giemsa
(ou C-banding) mettant en évidence l'hétérochromatine constitutive
correspondant à des séquences répétées d'ADN. Les résultats obte-
1 Département des Sciences de la nature et de la vie, faculté des Sciences,
université de Constantine, 25000 Algérie.
2 Laboratoire d'Évolution et systématiques végétales, université d'Orsay,
91405 Orsay cedex, france.
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nus nous ont permis d'identifier le génome D et de mettre en évi-
dence une variabilité hétérochromatique intervariétale et interes-
pèces. En effet, la comparaison des caryotypes des variétés de blé
tendre avec la variété de référence Chinese Spring et avec l'espèce
Aegilops ventricosa permet de relever une hétérogénéité de l'hété-
rochromatine. Celle-ci se manifeste soit par une absence de bandes
soit par la présence de bandes supplémentaires. Le comportement
du génome D pour ces deux espèces est discuté.
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Diversité génétique chez l'olivier
poussant dans le Nord constantinois
H. Khennouf1
M. Benlaribil
L'olivier (Olea europea), espèce typique du bassin méditerranéen, est
cultivée depuis les temps les plus lointains sur la rive de la
Méditerranée où différents milieux ont favorisé sa diversification. Ce
modelage s'est réalisé, sans beaucoup de bases scientifiques, en fonc-
tion des spécificités bioclimatiques et des besoins économiques des
populations (olives, huile, bois, élevage caprin...). C'est ainsi qu'on
assiste en Algérie à une multitude de variétés qu'on peut souvent
confondre en période non frutière. À travers notre contribution, nous
avons assayé de comprendre la diversité biologique du patrimoine oléi-
cole de la région du Nord constantinois à travers la caractérisation d'un
échantillon réparti dans trois stations. En effet, en adoptant la métho-
dologie du COI (Conseil oléicole international), nous avons étudié les
caractères relatifs à l'arbre (port, vigueur...), aux feuilles (formes, lon-
gueur et largeur), aux. inflorescences (longueur et nombre de fleurs),
enfin aux fruits et aux noyaux (poids, forme, symétrie...) d'une dizaine
de génotypes représentant les trois stations. Parallèlement à cela, une
étude comparée de la multiplication par semis et par clonage nous a
permis de compléter notre caractérisation. Les résultats obtenus déga-
gent des différences notables entre les génotypes étudiés et sont discu-
tés à la lumière des dormées bibliographiques.
Mots-clés: O/ea europea L. - Diversification - Diversité - Semis -
Clonage.
1 Université de Constantine, laboratoire des Bases biologiques de la pro-
duction végétale, Institut de biologie, 25000 Constantine. Algérie.
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1Phytothérapie traditionnelle kabyle
H. Laouer1
A. N. Shakir1
M. Grande3
A. Mekhalfia1
H. Boudjaoui2
La médecine par les plantes fait partie du patrimoine culturel des
peuples. Elle a vu le jour lorsque l'homme commença à mémoriser
les effets de celles-ci remarqués sur son corps, sans qu'une explica-
tion scientifique puisse déjà être donnée. Les connaissances
acquises ne furent transIIÙses qu'oralement. En vue d'inventorier,
de préserver et de mettre à l'épreuve ces connaissances détenues
dans la régions de Béjaia par une catégorie de la population (tradi-
praticiens, accoucheuses traditionnelles, herboristes, gens âgés et
autres), une enquête a été réalisée sous forme de questions/réponses
selon une fiche d'enquête préalablement établie. Les résultats ont
perrrùs de répertorier 171 espèces végétales appartenant à 67 farrùl-
les botaniques. Ces espèces rendent d'inestimables services dans
quelques cas d'urgence médicale et dans une foule d'affections
chroniques.
Mots-clés: Phytothérapie traditionnelle kabyle - Béjaia - Enquêtes -
Tradipraticiens - Accoucheuses traditionnelles - Herboristes.
1 Département de Biologie, faculté des Sciences, UFA, Sétif, Algérie.
2 Institut des Sciences de la nature, université A. Mira de Béjaia.
3 Departamento de Quimica organica, facultad de Ciencias Quimicas,
Salamanca, Espagne.
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1Diversité génétique des molécules
du profil phénolique chez
Vicia faba L. (Leguminosae)
R. Merghem1
G. Duc2
Les protéines des légumineuses fournissent certains acides aminés
indispensables constituant ainsi un bon complément pour les
céréales qui en sont déficientes. Cependant, la disponibilité en pro-
téines et dans une moindre mesure en énergie est réduite par le pré-
sence de composés polyphénoliques tels que les tannins condensés
présents dans les téguments de la graine. Le gène Zéro-tannin tend
à être lié à une grande sensibilité aux pathogènes du sol alors que
les tannins joueraient un rôle de défense pour le végétal lui-même.
Nous avons tenté la recherche de nouveaux génotypes dont la
teneur en tannins condensés autoriserait une bonne tenue aux
champs et serait sans effet néfaste pour l'alimentation. Une collec-
tion de génotypes de Vicia faba est analysée pour son contenu en
tannins condensés et son pouvoir tannant; l'héritabilité du profil
phénolique est également évaluée à travers l'analyse des descen-
dants F3 issus d'un croisement diallèle entre un génotype à fleur
ponctuée noir et tégument beige très tannant, un génotype à fleur
ponctuée noir et tégument vert à pouvoir tannant intermédiaire et
enfin un génotype à fleur ponctuée noir et tégument noir très peu
tannant. Les résultats de l'analyse montrent l'existence, dans le cas
1 Université de Constantine, laboratoire de Phytochimie, Institut de bio-
logie, 25000 Constantine, Algérie.
2 Inra, station de Génétique et Aamélioration des plantes, BP 1540,
F-21034 Dijon cedex, France.
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de Vicia faba, de génotypes à fleur ponctuée noir présentant des
teneurs intermédiaires en tannins condensés. L'analyse de la des-
cendance F3 issue du croisement diallèle confirme bien le lien entre
couleur des téguments, acitvité tannique et pouvoir tannant.
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1Caractérisation moléculaire de deux
espèces de Cécidomyies prélevées
sur des cultures de céréales en Tunisie
M. MezghanP
H. MaknP-2
M. MarrakchP
Les Cécidomyies du genre Mayetiola sont parmi les principaux
ravageurs inféodés aux céréales. En Tunisie, des observations sur
terrains des variétés cultivées ainsi que des études en plein champ
et en chambre de culture des taux d'infestation de cultivars résistant
de blé américain ont suggéré la présence de deux espèces de
Cécidomyies. Par ailleurs, des analyses isoenzymatiques ont pennis
de caractériser ces deux espèces par des allèles diagnostics à au
moins deux locus, Pgi et Mdh2, correspondant à M. destruetor et
M. hordei. L'analyse du polymorphisme des sites de restrictions par
PCR-RFLP de deux séquences mitochondriales, correspondant à la
région 3' du gène 12S mt-RNA et au gène du cytochrome b a mon-
tré pour les deux espèces de Cécidomyies une différence de profil
de digestion:
-la digestion par l'enzyme Alul de l' amplifiat du gène I2S mt-RNA,
d'environ 400 pb, a donné un profil à deux fragments de restrictions
pour la séquence de Mayetiola hordei, alors que l'amplifiat de
Mayetiola destruetor ne montre pas de digestion par cette enzyme;
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie el biotechnologie,
faculté des Sciences de Tunis, Tunisie.
2 Institut supérieur de l'animation pour la jeunesse et la culture, Bir El
Bey, Tunisie.
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- la digestion par l'enzyme Sau 3A de ce même amplifiat du gène
12S mt-RNA a généré un profil composé de deux bandes pour le
fragment d'ADN amplifié à partir de Mayetiola hordei. Pour l'am-
plifiat de Mayetiola destructor, un profil à 3 bandes a été obtenu;
- la digestion par l'enzyme TaqI de l'amplifiat du cytochrome b,
d'environ 800 pb, a donné un profil formé de 4 fragments de res-
trictions pour le fragment amplifié à partir de l'ADN de Mayetiola
destructor. L'amplifiat de M. hordei ne montre pas de digestion par
cette enzyme.
Ainsi, l'analyse moléculaire des Cécidomyies tunisiennes récoltées
sur le blé et l'orge permet d'apporter des arguments supplémentaires
à l'existence en Tunisie de deux espèces distinctes de Cécidomyies.
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1Corrélation entre les variétés de
la noix de l'arganier (Argania spinosa)
du Maroc et la quantité d'huile produite
A. Mountasser1
M. El Hadek1
s. Madidi2
L'arganier (Argania Spinosa L. Skeels) est un arbre endémique du
Sud-Ouest du Maroc. Il présente un rôle écologique et socio-écono-
rnique ; il protège Je sol contre la désertification et l'érosion, les
feuilles et la pulpe servent comme produit de fourrage des trou-
peaux, le bois est utilisé dans le chauffage, l'amande de son fruit
produit l'huile appréciée par les populations locales. Dans ce tra-
vail, nous avons étudié la corrélation entre les différentes variétés
de la noix de J'arganier et la quantité d'huile emmagasinée dans les
amandes. Les résultats montrent qu'il y a une forte corrélation entre
les variétés de la noix et la quantité d'huile produite avec l'existence
des noix ayant un rendement maximal d'environ 68 % d'huile par
rapport au poids des amandes. L'analyse en composantes princi-
pales centrées réduites a permis de confirmer ces résultats. Les
caractères morphologiques de la noix seront alors prises en consi-
dération pour la multiplication de l'arbre.
1 Laboratoire de Chimie minérale appliquée et génie des procédés,
département de Chimie, 80000 Agadir, Maroc.
2 Laboratoire de recherche sur la Variabilité génétique, département de
Biologie, faculté des Sciences d'Agadir, BP 28/S, 80 000 Agadir, Maroc.
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1Étude de la variabilité génétique
de l'aptitude à la parthénocarpie et
de certains caractères du 'fruit chez
le piment (Capsicum annuum L.)
o. Ibrahima1
H. Harzallah2
A. Raies1
Dans ce travail, nous avons essayé d'étudier la variabilité des carac-
tères morphologiques du fruit, d'évaluer l'aptitude à la parthéno-
carpie et de déterminer l'effet de )' absence des graines sur la saveur
piquante chez des variétés de piment commercialisées de Tunisie.
Pour notre étude, dix variétés de piment sont cultivées durant la sai-
son culturale de l'année 1997. Le dispositif expérimental utilisé est
constitué de deux blocs complètement randomisés; trois types de
traitements sont réalisés: Tl (Pollinisation naturelle), T2 (Castra-
tion avec apport de pollen), T3 (Castration sans apport de pollen).
L'étude de la variabilité des caractères du fruit issu de Tl effectuée
par une analyse de la variance a donné un effet variété hautement
significatif pour l'ensemble des caractères étudiés; la comparaison
multiple des moyennes par Je test de Duncan a permis de regrouper
les variétés homogènes. Nous avons estimé l'aptitude à la parthé-
nocarpie de chaque variété en calculant les pourcentages de dimi-
nution de poids et de la taille du fruit parthénocarpique qui
1 Laboratoire de Biochimie. faculté des Sciences de Tunis, 2092 Manar Il,
Tunis, Tunisie.
2 Laboratoire de Génétique, faculté des Sciences de Tunis, 2092 Manar Il,
Tunis, Tunisie.
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renseignent sur l'aptitude à développer des fruits sans graines com-
parables aux fruits avec graines. Nous avons noté que la variété
Semane et les lignées B4B IA3B et B lA lBC ont respectivement les
fruits parthénocarpiques les plus proches des fruits avec graines. La
teneur de la capsaïcine a été dosée au niveau de la partie basale (El)
et partie apicale (E2) du fruit avec graine et au niveau du fruit par-
thénocarpique de chaque variété. La comparaison des moyennes par
p.p.d.s. effectuée après analyse de la variance sur chaque type
d'échantillon a permis de distinguer les variétés à forte teneur en
capsaIcine des variétés à faible teneur en capsaIcine et de constater
que la teneur en capsaïcine est plus importante au niveau du fruit
avec graines qu'au niveau du fruit parthénocarpique ainsi qu'au
niveau de la partie apicale du fruit avec graine. De toutes les varié-
tés étudiées, seule la variété Semane présente des fruits parthéno-
carpiques de bonne qualité et de teneur en capsaIcine appréciable.
La sélection des variétés pour la bonne qualité du fruit, l'aptitude à
la parthéocarpie et pour la saveur piquante serait d'une importance
pour l'industrie alimentaire qui utilise le piment piquant pour la pré-
paration de poudre de piment, « l'Harissa» ; l'absence des graines
dans le fruit va faciliter la transformation des fruits en poudre.
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Préparation au séquencage
du chromosome 12 du riz
F. Regad1 R. Cooke2 P. J. L. Lagoda1
J. Salses2 G. Presting3 M. Delseny2
Outre son importance économique propre, le riz (Oryza saliva) repré-
sente un modèle pour les autres graminées grâce à différentes caracté-
ristiques biologiques comme la petite taille de son génome et son
aptitude à la transformation génétique. Le riz apparaît comme l'espèce
de choix pour le développement d'outils moléculaires à usage COmmun
pour la recherche de gènes chez les principales céréales, tempérées ou
tropicales. Le Cirad et l'IRD ont été impliqués depuis de nombreuses
années dans des travaux d'amélioration génétique du riz, d'analyses
des ressources génétiques et du phénomène de domestication et, plus
récemment, dans la cartographie du génome et la transformation géné-
tique. Actuellement, un effort international pour le séquençage complet
du riz (Oryza saliva ssp. japonica cv. Nipponbare/GA3) a vu le jour
(Rice Genome Project). La France participe à ce projet en prenant en
charge le séquençage du chromosome 12. L'objectif de ce travail est de
constituer une demi-douzaine de contigs de BAC d'une taille de 1 Mbp
qui serviront de « points d'entrée» pour débuter le séquençage qui sera
entièrement prise en charge par le Centre national de séquençage à
Evry. La caractérisation et la localisation de ces points d'entrées sur le
chromosome 12 sera présentée.
1 Cirad Amis Biolrop, TA 40/03. av. Agropolis, 34398 Montpellier cedex 5,
France.
2 LPBMP, CNRS UMR 5545, université de Perpignan, 52 av. de Villeneuve,
66860 Perpignan, France.
3 Clemson University Genomics Inslilule, 100 Jordan Hall Clemson,
SC 29634, USA.
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1Réalisation d'une banque BAC
sur la variété de riz Azucena
P. J. L. Lagoda1
F. Regad1
D. Frisch2
R. Wing2
J.-C. Glaszmann1
Les banques d'ADN génomique à larges inserts sont un outil essen-
tiel pour aborder des problèmes de génomique moderne. La fabrica-
tion d'une banque BAC de riz (variété japonica tropicale Azucena)
et la préparation de filtres haute densité pour un début d'exploitation
ont été réalisés en collaboration avec le Clemson University
Genomics Institute. La banque BAC a été construite en utilisant le
vecteur pBAC Indigo 536. Elle est constituée de 36 864 clones
et représente 6X équivalents du génome haploïde du riz. 2X équi-
valents sont représentés par des inserts d'une taille supérieure à
100 kb. La taille moyenne des inserts de la banque totale est estimée
à 70 kb. Nous présentons la réalisation et la caractérisation de cette
banque BAC. De plus, nous décrirons la mise en place d'un labora-
toire équipé en robotique pour permettre la construction de banques
BAC et leur gestion rationnelle, la production de filtres à haute den-
sité de dépôts et de microarrays dans le contexte de la Génopole de
Montpellier.
1 Cirad Amis Biotrop, TA 40/03, av. Agropolis, 34398 Montpellier cedex 5,
France.
2 Clemson University Genomics Institute, 100 Jordan Hall Clemson,
SC 29634, USA.
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1Analyse de l'organisation génomique
et de la variabilité génétique
des espèces Hydrangea involucrata
et Hydrangea aspera
E. Mortreau1
M. Cerbah l -2
D. Daury1
H. Bertrand1
C. Lambert1
La collection de référence Upov du genre Hydrangea, implantée à
Angers, rassemble une partie importante des ressources génétiques
introduites en Europe. Ces introductions sont à l'origine des culti-
vars améliorés depuis la fin du XVIIIe siècle. L'analyse de la diver-
sité génétique au sein de cette collection au niveau moléculaire
devrait être un appui pour introduire de nouveaux caractères et
diversifier les cultivars proposés en pépinières. La classification du
genre Hydrangea selon MacClintock (1957) a été obtenu par
regroupements, à partir d'autres classifications, uniquement basés
sur des caractères morphologiques observés sur des échantillons
d'herbiers. Actuellement cette classification est en partie controver-
sée. Plusieurs voies de recherche complémentaires ont été entre-
prises : étude de la biologie florale, analyse de l'organisation
génomique par les méthodes de cytogénétique classique et molécu-
1 Génie biologique appliqué à l'horticulture, Institut national d'horticulture,
2 rue Le Nôtre, 49045 Angers cedex 01, France.
2 Laboratoire évolution et systématique, université Paris XI, bat. 360-362,
91405 Orsay cedex, France.
Posters
laire et analyse de la variabilité génétique par les marqueurs biochi-
miques et moléculaires. Notre étude porte en particulier sur les deux
espèces fi. invoLucrata et H. aspera de la sous-section Asperae pour
laquelle nous avons trouvé une importante diversité intra- et inter-
spécifique par l'analyse de la quantité d'ADN et du nombre de
chromosomes. Les résultats montrent que, dans la sous-section, les
taxons se répartissent en quatre catégories selon la quantité d'ADN
qui varie de 3,1 pg à 4,9 pg. Les espèces possèdent un nombre de
chromosomes allant de 2 n =30 à 2 n =36. Le fluorochrome ban-
ding à la chromomycine marque les régions organisatrices de
nucléoles. Les marqueurs isoenzymatiques et moléculaires (ISSR)
montrent également une grande variabilité génétique chez ces
espèces. Concernant la biologie florale, nous avons mis en évidence
que les croisements interspécifiques au sein de la sous-section sont
possibles.
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Apport de la cytogénétique
moléculaire à l'étude de la diversité
génétique chez Hydrangea
M. Cerbah1-2
H. Bertrand1
c. Lambert1
Le genre Hydrangea comprend des espèces ornementales dont la
plus cultivée est H. macrophylla (Thunberg) Seringe (Hortensia).
Son aire de répartition géographique est disjointe: Asie de l'Est et
Amérique. La plupart des espèces sont originaires d'Asie. Les clas-
sifications regroupent un nombre élevé d'espèces avec de nom-
breuses subdivisions (sous-genres, espèces, sous-espèces), et il
existe de nombreux cultivars. Les diverses descriptions pour une
même espèce reflètent une grande variabilité génétique au sein de
chaque espèce. Cette variabilité peut être exploitée dans des pro-
grammes d'amélioration variétale. Une partie de cette variabilité est
représentée dans la collection de référence Upov située à Angers.
L'objectif de ce travail est l'étude de l'organisation du génome chez
quelque espèces d' Hydrangea, par l'analyse de la structure des
chromosomes et par la quantification de la taille du génome et de la
composition en base. Des variations significatives (p < 0,05) de la
taille du génome (de 1,95 pg à 4,99 pg) au niveau diploïde ont été
mises en évidence entre les espèces et entre les sous-espèces de
1 Génie biologique appliqué à l'horticulture, Institut national d'horticullure,
2, rue Le Nôtre, 49045 Angers.
2 Laboratoire d'évolution et systématique, CNRS URA 2154, université
Paris XI, bât 362, 91405 Orsay, France.
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H. macrophylla, H. aspera, H. anomala, de même qu'il existe des
variations au sein de chaque section et sub-section taxonomique.
L'étude de l'organisation cytogénétique chez Hydrangea a été
menée à l'aide des méthodes de fluorochrome banding et d'hybri-
dation in situ en fluorescence pennettant ainsi d'analyser la struc-
ture moléculaire des chromosomes, en utilisant comme marqueurs
des séquences répétées telle que l'hétérochromatine et les gènes
ribosomiques. Les résultats ont mis en évidence de l'hétérochroma-
tine riche en bases Ge, l ou 2 locus de gènes d' ARNr lSS-S,SS-26S
selon les espèces, 1 locus d'ARNr SS. Les différences observées
dans les quantités d'ADN reflètent des restructurations des chro-
mosomes aussi bien en nombre qu'au niveau de leur structure
interne et de leur morphologie.
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1Analyse du polymorphisme
enzymatique de quelques variétés
d'oliviers tunisiennes
N. Grati Kamoun1
N. Ouazzani2
A. TriguP
Une étude du polymorphisme enzymatique de quelques variétés
d'olivier (Olea europaea L.) cultivées en Tunisie a été entreprise
dans le but de compléter des travaux de caractélisation primaire
(morphologique et pomologique) et d'estimer la variabilité géné-
tique au sein de l'oliveraie tunisienne. La technique d'électropho-
rèse utilisée fait appel aux méthodes classiques de migration et de
révélation des enzymes sur gel d'amidon. Deux systèmes enzyma-
tiques ont été ainsi analysés à partir d'extraits foliaires de 22 varié-
tés d'oliviers cultivées dans le nord, le centre et le sud de la Tunisie
dont 5 cultivars portant la même dénomination « Chemlali ».
Les résultats de l'identification des variétés d'olivier par les isoen-
zymes des feuilles sont encourageants. En effet, bien que l'analyse
ait porté sur deux systèmes enzymatiques seulement, elle permet
d'avancer que:
- les Estérases et la Leucine aminopeptidase présentent 3 loci poly-
morphes avec un nombre moyen d'allèles par locus de 2,66 et une
proportion moyenne de loci hétérozygotes par variété de 19,8 % ;
- huit allèles ont été observés pour l'ensemble des 3 loci;
1 Institut de l'olivier, BP 1087,3000 Stax, Tunisie.
2 École nationale des ingénieurs de Meknès, Maroc.
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- neuf génotypes mutiloci ont pennis l'identification de 5 variétés
sur les 22 analysées, ce qui donne un pourcentage d'indétennination
de 77 %;
- la confinnation des résultats de la caractérisation primaire par la
mise en évidence d'une variabilité génétique au sein des variétés
dénommées « ChernJali », dont notamment Chemlali Sfax, Chem-
lali du Nord, Chemlali Tataouine et Chemlali Djerba.
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1 Caractérisation physiologique
d'hybrides somatiques de Pomme de
terre résistants au flétrissement bactérien
causé par Ralstonia solanacearum
Fock1 A. Ambroise1
C. Collonnier1 G. Ducreux1
H. Kodja1 D. Sihachakr1
D. Lavergne1
La lutte contre le flétrissement bactérien, maladie extrêmement
sévère et dévastatrice des zones tropicales, subtropicales et tempé-
rées, nécessite l'intégration ou la création de variétés résistantes. La
phytobactériose affecte plus de 50 familles de plantes dont une
grande part des Solanacées, en particulier la Pomme de terre,
l'Aubergine ou la Tomate. L'hybridation somatique permet le trans-
fert des gènes de résistance en contournant les barrières sexuées.
Des expériences de fusion de protoplastes ont été réalisées entre
S. tuberosum cv BFI5 (2 n =2 x =24 chromosomes) et 2 espèces
sauvages S. phureja et S. stenotomum. Une vingtaine de plantes ont
été sélectionnées et identifiées comme hybrides somatiques par des
analyses morphologiques, biochimiques (isoenzymes) et molécu-
laires (marqueurs microsatellites nucléaires et chloroplastiques).
Afin de tester la performance des hybrides (vigueur, capacité pho-
tosynthétique, tubérisation), l'analyse des enzymes clés du métabo-
lisme carboné PEPC et RuBisCO a été effectuée. Tous les hybrides
1 Laboratoire de Morphogenèse végétale expérimentale, bal. 360. uni-
versité Paris Sud XI, 91405 Orsay cedex, France.
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issus de la fusion « BF15 + S. phureja » montrent une capacité de
carboxylation supérieure à celle des parents Uusqu'à 1,5 fois plus
forte pour l'activité RuBisCO et jusqu'à 2,4 fois pour l'activité
PEPe). Des résultats similaires sont obtenus pour les hybrides avec
S. stenotomum. En outre, 2 fonnes de cette enzyme ont été mises en
évidence chez S. stenotomum sur gel de polyacrylarnide, en condi-
tions natives. Ces isoformes ont également été retrouvées dans les
hybrides somatiques. Les hybrides somatiques testés présentent des
perfonnances photosynthétiques augmentées à corréler avec le ren-
dement et la qualité des tubercules (amidon et protéines). De plus,
les tests de résistance ont révélé que les hybrides somatiques sont
tolérants ou résistants au flétrissement bactérien causé par Ralstonia
solanecearum.
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Production et caractérisation
d'hybrides interspécifiques entre
Triticum durum et Aegilops ventricosa
O. Elkhlifï1
O. Benlhabib2
J. Jahler3
La résistance génétique est le moyen le plus recherché pour lutter
contre les maladies et ravageurs des plantes en général et la mouche
de Hesse ou Hessian fly en particulier. Et pour transférer aux varié-
tés de blé dur la résistance à la cécidomyie, trouvée chez une acces-
sion d'Aegiiops ventricosa, le croisement interspécifique a été
entrepris. Cependant, plusieurs barrières d'incompatibilité limitent la
production. En effet, dès la première étape, seul le croisement réci-
proque où l'espèce sauvage est prise comme parent femelle a formé
des nouaisons (10,9 %) et aucune graine n'a pu être obtenue en croi-
sement direct. Le recours au sauvetage des embryons immatures a
été souvent le seul moyen de préserver quelques hybrides FI. Les
descendants de 1re et 2e générations ont présenté des problèmes de
viabilité et de stérilité et très peu de graines ont pu être formées après
autofécondation ou rétrocroisement. La plupart du matériel déve-
loppé a présenté aussi des traits morphologiques du parent sauvage.
Avec l'avancement des générations, la fertilité et la viabilité des des-
cendants se sont améliorées. Cette amélioration a été accompagnée
d'une stabilité du nombre de chromosomes et d'un meilleur apparie-
ment méiotique observés au cours des différentes générations.
1 Facultè des Sciences Ain Chock, BP 5366, Maârif, Casablanca, Maroc.
2 IAV Hassan Il, BP 6202 Rabat Instituts, 10101 Rabat, Maroc.
3 Laboratoire de Cytogénétique, Inra Rennes, BP 29 35650, Le Rheu, France.
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1Résultats de quelques années
d'investigations pour l'amélioration
de la productivité et de la qualité
technologique de la betterave
sucrière au Maroc
Fares1
A.Zaki1
N. AissaouP
M. Cheggour1
Q. R'zina1
L'industrie sucrière marocaine, une des branches les plus impor-
tantes du secteur agro-alimentaire, contribue à l'autosuffisance en
sucre du pays. Elle est toutefois confrontée au défi continuel de
l'amélioration de la qualité technologique ou valeur industrielle de
la betterave réceptionnée par les sucreries. En effet, cette qualité
conditionne le rendement en sucre mais aussi la qualité du produit
fini. Les résultats des recherches entreprises dans deux régions bet-
teravières du pays montrent que la qualité chimique des racines de
betteraves est comparable à celle d'autres pays du pourtour médi-
terranéen. Ces racines contiennent des teneurs appréciables en sac-
charose mais des concentrations élevées en sodium, en azote et en
sucres réducteurs, composés réputés nuisibles en industrie sucrière.
La surfertilisation azotée et le séjoumement de la betterave aux
1 Université Cadi Ayyad, faculté des Sciences Semlalia, département de
Biologie. BP 2390, Marrakech, Maroc.
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champs après l'arrachage pourraient expliquer cette qualité. Le
choix des variétés cultivées et leur répartition géographique dans les
périmètres betteraviers constitue également, un autre facteur déter-
minant. L'étude de la qualité technologique de la betterave ne doit
pas, toutefois, se limiter uniquement aux éléments conventionnels
(sodium, sucres réducteurs et azote) puisque les protéines, les poly-
saccharides ou la bétaine peuvent également être responsables de la
perte d'une partie du sucre dans la mélasse. En outre, la valorisation
des sous produits tels que les pulpes passe par une meilleure
connaissance physico-chimique des polysaccharides de la racine de
betterave. Parallèlement à l'étude de la productivité et de la qualité
de la betterave, la détermination des compositions chimiques des
jus et le suivi des paramètres techniques du processus de fabrication
à l'intérieur des sucreries pendant la campagne sucrière ont montré
l'étroite dépendance entre la qualité de la betterave réceptionnée et
les performances du processus de fabrication. Elles montrent aussi
la nécessité de définir des normes de conduite de la fabrication
propres à la betterave méditerranéenne.
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1Utilisation de la variabilité génétique
chez le melon pour comprendre
les mécanismes d'action de l'éthylène
T 593
M. C. Gomez Jimenez1
C. Périn2
L. Hagen2
C. Dogimont2
M. Pitrat2
J.-C. Pech1
J.-M. Lelièvre1
Le melon possède une large variabilité génétique intraspécifique
qui constitue un atout pour la création variétale, mais aussi pour
comprendre les processus biologiques en jeu. La maturation du fruit
de nombreuses variétés cultivées ou sauvages de melon est associée
à un pic de synthèse d'éthylène considéré comme le résultat d'une
synthèse autocatalytique d'éthylène: de l'éthylène exogène peut
induire prématurément de nombreux processus de la maturation et
la synthèse d'éthylène chez le melon comme chez les autres fruits
cJimactériques. En plus, chez cette espèce, le fruit se détache du
pédoncule de façon concomitante au pic de production d'éthylène.
La régulation de la synthèse et de la réponse vis-à-vis de l"éthylène
occupe donc une place déterminante dans le phénotype climacté-
rigue mais aussi dans la qualité du fruit et sa conservation après
récolte. Malgré les progrès spectaculaires réalisés dans le domaine
de la perception de l'éthylène, peu est connu sur ce sujet en relation
avec la maturation des fruits. Des variétés de melon non-c1imacté-
, Ensat-UMR Inra 990 Maturation des fruits, BP 107, 31326 Castanet,
Tolosan, France.
2 Inra, unité Génétique et amélioration fruits et légumes, BP 94,84143
Montfavet cedex, France.
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riques ou sans abscission du fruit ont été décrites. Une population
de lignées recombinantes en ségrégation pour ces deux caractères a
été générée et anaJysée permettant de mettre en évidence leur
contrôle par deux gènes dupliqués, AI-3 et AI-4. Dans ce croise-
ment, le phénotype climactérique était toujours associé à l'abscis-
sion du fruit. Nous avons pu aussi montrer que le phénotype
d'absence de pic d'éthylène et d'abscission était dû à une complète
inhibition de la réponse vis-à-vis de l'éthylène dans les tissus du
fruit, tant au niveau moléculaire que physiologique. Par contre, la
réponse est normale dans les autres tissus. Des séquences homo-
logues aux nombreux gènes connus surtout dans l'espèce modèle
Arabidopsis et codant pour des éléments de la voie de perception de
l'éthylène ont été ou sont en cours de cartographie; pour J'instant,
aucune n'est localisée près des gènes AI-3 et AI-4. Ces 2 gènes
constituent un des rares exemples de gènes contrôlant la réponse
hormonale dans des tissus spécifiques. Finalement, nous décrirons
l'approche entreprise pour les cloner.
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1Diversité génétique mise en
évidence par les marqueurs
moléculaires: implications pour
l'amélioration de Coffea arabica 1
M. P. Maluf2
C. Colombo3
L. Ruggiero2-4
O. Guerreiro-Filho2-5
L'étude de la diversité génétique d'une espèce est un des plus
importants aspects dans l'amélioration des plantes cultivées. Au
cours des dix dernières années, ce domaine a grandement évolué par
l'utilisation des marqueurs moléculaires. Plusieurs techniques ont
permis la mise en évidence d'une diversité génétique des génomes,
jusque là, inconnue des chercheurs. Des nombreuses espèces sont
de nos jours étudiées selon leur profil moléculaire. En général, les
résultats obtenus à partir de l'utilisation des marqueurs moléculaires
sont très satisfaisants, notamment pour les espèces qui présentent
une large base génétique et un nombre limité de caractères bota-
niques utilisable pour la différenciation des génotypes, comme le
manioc. Cependant, chez une plante comme le caféier, les résultats
1 Avec le concours financier du PNP & D/Café.
2 Centro de Café, Caixa Postal 28, 13001-970, Campinas, SP, Brésil.
3 Centro de Genética, Biologia Molecular e Fitoquimica.
4 Bourse Capes.
5 Bourse CNPq.
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ITÙS en évidence par les marqueurs moléculaires ne sont pas aussi
encourageants. La base génétique des cultivars de Coffea arabica,
principale espèce cultivée, est très étroite. En ce que concerne le
Brésil, pays le plus grand producteur, l'histoire elle-même, peut tra-
duire en partie la faible diversité des variétés actuellement cultivées.
Historiquement, les premières plantations de caféiers établies il y a
plus de deux siècles à partir de quelques plantes, constituent un
matériel végétal très uniforme avec une variabilité génétique
réduite. En fait, les études sur le caféier, développées à l' Instituto
AgronôITÙco de Campinas, révèlent une très faible diversité géné-
tique au niveau des lignées qui composent un même cultivar. Entre
les cultivars, cette variation est plus importante mais reste liITÙtée.
Si le niveau de variation ITÙS en évidence par les marqueurs molé-
culaires est relativement faible, les différences en termes de perfor-
mances agronomiques des cultivars, sont bien connues. Ainsi, il est
possible d'imaginer que très peu de gènes doivent différencier les
principales variétés de caféiers et que l'utilisation de marqueurs
moléculaires pour des études de diversité génétique et de localisa-
tion des gènes d'importance agronomique, doit être re-exaJlÙnée.
Dans ce cas, une approche possible serait l'analyse de la grande
homologie observée entre les séquences de plusieurs gènes déjà
identifiés dans d'autres espèces végétales, comme ceux impliqués
dans la résistance aux maladies et la résistance aux ravageurs. Ces
séquences pourraient être utilisées comme support pour l'identifi-
cation de gènes siITÙlaires dans des banques génétiques du caféier,
dans des essais d'amplification et d'hybridation d'ADN.
Mots-clés : Coffea arabica - Caféier - Marqueurs moléculaires -
Diversité génétique.
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1Apport de l'hybridation somatique
pour l'exploitation des ressources
génétiques des agrumes
P. Ollitrault1 Sudahono2 F. Luro3 K. Treanton2 F. VaneP
D.Dambler2 F. CarreeP S. Bruyère1 A. Joumaa5 F. Maddl1
Y. Froelicher1 A. D'Hont2 S. Lotfy1-4 C. Cabasson2 D. Rist1
L'hybridation somatique pennet d'accroître la diversité utile des
complexes d'espèces, d'une part en contournant les incompatibilités
ou contraintes sexuelles et, d'autre part, en combinant les génomes
nucléaires, chloroplastiques et mitochondriaux suivant de nouvelles
règles. Elle trouve des applications importantes chez les agrumes
compte tenu du caractère apomictique ou de la stérilité de nombreux
cultivars, de la structure du complexe d'espèces et des programmes
de manipulation de la ploïdie visant la sélection de cultivars triploïdes
aspennes. Ces applications sont illustrées par les résultats obtenus par
le Cirad et ses partenaires, par électrofusion de protoplastes.
1. Diversification du groupe des mandariniers au niveau triploïde:
les génomes de cultivars inexploitables par voie sexuée ont été inté-
grés au sein d'hybrides tétraploïdes. Cette manipulation de la ploï-
die, via l'hybridation somatique, a enrichi très significativement le
1 Cirad, Neufchâteau, Sainte Marie, 97130 Capesterre, Guadeloupe,
F'w.1.
2 Cirad, BP 5035,34032 Montpellier cedex 1, France.
3 Inra, station de San Giuliano, 20230 San Nicolao, Corse, France.
4 Inra, station d'El Menzeh, BP 293 Kénitra, Maroc.
siral, BP 13-6185, Chourane, Beyrouth, Liban.
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compartiment tétraploïde du complexe d'espèces. Cette technique a
également permis la synthèse directe d'hybrides triploïdes par
fusion de protoplastes haploïdes et diploïdes.
2. Création de porte-greffe résistants aux contraintes biotiques et
abiotiques: l'addition de l'ensemble des gènes des deux parents
quels que soient leurs niveaux d'hétérozygotie trouve une applica-
tion majeure pour la création de porte-greffe cumulant des caractères
de résistance. Un hybride intergénérique P. trifoliata + C. deliciosa
s'avère ainsi très prometteur pour les zones où sont associées
Tristeza (maladie virale) et contraintes calcaires ou salines.
3. Exploitation de la diversité de genres sexuellement incompa-
tibles : cette application est moins convaincante compte tenu des
difficultés de régénération et de l'instabilité des génomes nucléaires
révélée par les analyses de marquage moléculaire. À ce niveau, la
mise en œuvre de programmes d'hybridations asymétriques paraît
souhaitable pour n'introgresser que les frangments du génome des
espèces sauvages.
4. Interactions noyaux/cytoplasmes : l'obtention, par hybridation
symétrique, d'alloplastes diploïdes et d'hybrides tetraploïdes dans
différents contextes cytoplasmiques, ouvre la voie à l'étude des
interactions nucléo-cytoplasmiques.
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Polymorphisme du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) à l'aide de
marqueurs microsatellites du cocotier
(Cocos nucifera L.) ou du palmier à
huile (Elaeis guineensis Jacq.)
M. Bennaceur1
P. Lebrun2
N. Billotte2
M. H. Chevallier2
N. Bouguedoura3
À notre connaissance, aucun marqueur microsatellite n'est publié
chez le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). Un ensemble de mar-
queurs microsatellites du cocotier disponibles (Cocos nucifera L.) ou
du palmier à huile (Elaeis guineensis Jacq.), de la même famille des
palmacées, a été étudié dans le cadre d'un projet d'étude de la diver-
sité génétique et d'identification variétale des palmeraies algé-
riennes. Un test d'amplification PCR a été effectué sur 10 cultivars
de palmier dattier à l'aide de 24 couples d'amorces microsatellites
du cocotier et de ] 8 du palmier à huile. La migration des produits
PCR sur gel d'agarose à 3 % a révélé que respectivement 8 et 10 de
ces couples ont amplifié de manière satisfaisante les ADN géno-
1 Université Es-Sénia, département de Biologie, Oran, Algérie.
2 Cirad (Centre de coopération internationale en recherche agronomique
pour le développement), TA 80103, av. Agropolis, 34398 Montpellier
cedex 5. France.
3 Urza-USTHB, BP 44, Alger gare, Algérie.
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miques de palmier dattier. Les amplifications PCR radioactives sur
une plus large gamme de 64 cultivars du palmier dattier, par
6 couples d'amorces du cocotier et par 4 du palmier à huile, ont mis
en évidence le polymorphisme et la transférabilité sur palmier dat-
tier d'un certain nombre des marqueurs alors utilisables pour notre
projet.
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Évaluation de la stabilité
du rendement de lignes de café
(Coffea arabica L.) résistant
à la rouille à Mérida, Venezuela
Bustamante1 J. Garnica2
J. Cardenas2 R. Figueroa-Ruiz2
A. Casanova2 c. Marin3
C. Yanez2
Afin de choisir et de recommander des variétés prometteuses de
café, ayant un potentiel de rendement et de stabilité élevés dans les
zones de production au Venezuela, le rendement en fruits chez
23 lignes a été évalué. Deux variétés commerciales (Caturra et
CatuaJ) ont été utilisées comme témoin. L'essai s'est déroulé dans
trois sites pendant trois ans au moyen d'une conception des blocs
randomisés. Pour un total de neuf environnements, elle a été obte-
nue et a comparé l'estimateur de la stabilité donné par les méthodes
d'Eberhart et Russell et celle d'Ammi. Il a été trouvé une coïnci-
dence dans les résultats de la stabilité chez cinq variétés. Les lignées
3 et 10 possèdent une moyenne plus élevée que les deux variétés
commerciales ce qui les place dans le haut de la frange en termes de
stabilité pour les deux méthodologies. Les lignes 19 et 20 ont aussi
des moyennes supérieures qui sont stables selon Eberhart et Russell.
1 Fonds nationaux de recherche agricole, (Fonaiap : CIAE TÂCHIRA),
Bram6n, Tâchira et CIAE Mérida, Mérida, Venezuela,
2 Univers~é centrale du Venezuela, 'acuité d'Agronomie, Maracay, Venezuela,
3 Centre nationaux de la recherche agricole CENIAP, Maracay, Venezuela.
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Ammi les localise dans le haut de la frange de la stabilité. Les lignes
4, 6, 12, 17, 18, 22 et les témoins sont stables selon les deux métho-
dologies. Aucun génotype ayant un rendement élevé a été situé
au-dessous de la frange de la stabilité, ce qui indique la basse inter-
action de ces matériaux. Le modèle d'Ammi était plus efficace pour
définir l'interaction, puisque la composante principale 1 explique
91,58 % de la variabilité; il a également associé les lignées de ren-
dement supérieur (3, 10, 19 et 20) au meilleur environnement (avec
l'incrément environnemental de 4,96 et CPI 2,07 pour Eberhart et
Russell et Ammi respectivement).
Mots-clés: Café - Amélioration génétique - Stabilité - Eberhart et
Russell - Ammi.
Posters
1Phoeniciculture au Maghreb: atouts
de la diversité génétique face aux
contraintes biotiques et abiotiques
~ 603
Baaziz1 N. Mokhlisse1 K. Majourhat1
K. Bendiab1 L. Koulla1 L. MedraouP
Le palnùer dattier, Phoenix dactylifera L., est le pilier de l'agricul-
ture oasienne dans les pays du Maghreb arabe. Le développement de
la phoeniciculture dans cette région dépend de la levée de plusieurs
contraintes dont les principales correspondent à la sécheresse et ses
répercussions, le vieillissement des palmeraies, les maladies, comme
le Bayoud et l'érosion génétique. Le manque d'intérêt pour les culti-
vars de qualité moyenne et faible est une cause indirecte de l'appau-
vrissement du pool génétique des palmeraies. Ainsi, les palmeraies
algériennes comptent actuellement 45 % de la variété Deglet Nour.
Le même cultivar occupe environ 60 % des palmeraies tunisiennes et
continue à être multiplié dans les prochains programmes de planta-
tions. Le maintien d'une diversité génétique suffisante de cette
monocotylédonne pérenne reste lié aux méthodes de propagation de
cette espèce (plantation de rejets, multiplication par graines et rnicro-
propagation par culture des tissus). De plus, la mise en valeur des
produits des cultivars de qualités moyenne et faible constitue l'une
des stratégies œuvrant en faveur de la conservation des ressources
génétiques du palnùer dattier. Les grandes orientations de recherche
scientifique, visant l'évaluation et la conservation d'une diversité
génétique favorable pour un développement durable de la phoenici-
culture en conditions difficiles, sont discutées au long de cette étude.
1 Laboratoire de Biochimie et amélioration des plantes, université Cadi
Ayyad, facu~é des Sciences, Semlalis, BP 2390, 40000 Marrakech, Maroc.
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1Apercu sur la structure de la diversité
génétique des palmeraies marocaines
K. Bendiab1
M. Baaziz2
Les menaces de destruction des palmeraies marocaines, suite à la
sécheresse, l'apparition des maladies et l'utilisation non durable des
ressources, laissent réfléchir sur des voies nouvelles, susceptibles
de protéger le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). Ceci néces-
site au préalable l'évaluation de la biodiversité de cette espèce.
L'étude par électrophorèse de la variabilité enzymatique des hydro-
lases, représentées par les systèmes actifs des estérases et des endo-
peptidases et des transférases, représentées par la glutamate
oxaloacétate transaminase, a permis la mise en évidence de 11 loci
allozymiques et 29 phénotypes électrophorétiques révélés au niveau
des feuilles de palmier dattier. Ainsi, la structure génétique des pal-
meraies marocaines, étudiées par ces allozymes, est caractérisée par
une diversité intra-population élevée (91 % de la diversité totale).
Une part de 9 % seulement est due à la diversité inter-population. À
l'échelle des localités une moyenne de 94 % de la variation totale
réside à l'intérieur des localités, avec une différence marquée (13 %
de variation) entre les populations de la localité de Tafilalet.
1 Unilé de Biotechnologies el physio-palhologie végétale, université
Cadi Ayyad, faculté des Sciences et Techniques-Gueliz. BP 618, 40000
Marrakech, Maroc.
2 Laboratoire de Biochimie et amélioration des plantes. université Cadi
Ayyad, faculté des Sciences, Semlalia, BP 2390, 40000 Marrakech,
Maroc.
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1Approche biopalynologique pour la
sélection des palmiers dattiers mâles
(Phoenix dactylifera L.) à la station
de Biskra (Algérie)
Boughedirï1
M. T. Cerceau2
Le palmier dattier appartient à une espèce très largement hétérozygote
et dioïque. Les palmiers femelles se caractérisent aisément à partir de
leurs fruits alors que les pieds mâles, produisant le pollen, posent un
problème de caractérisation. Issus de la germination des graines et ne
posant pas de problème d'incompatibilité, des dattiers mâles, ne font
pas l'objet de multiplication. Seuls quelques pieds sont retenus dans
chaque palmeraie pour assurer la fécondation. Un seul pied peut assu-
rer la pollinisation de 100 palmiers femelles. À la station expérimen-
tale de Biskra (AJgérie), on compte 51 palmiers mâles productifs,
appartenant à quatre groupes différents. Chaque groupe ou « type»
est identifié par le nom du cultivar femelle le plus ressemblant phé-
notypiquement. Nous avons stocké dans la banque de pollens du
laboratoire de Palynologie de Paris, 12 échantillons de pollen à raison
de 3 échantillons par type, en utilisant des techniques de cryoconser-
vation (lyophilisation) dans le but de sélectionner les échantillons
ayant la capacité de garder leur viabilité au cours du stockage à long
terme. Les résultats montrent qu'après six ans de stockage plusieurs
échantillons ont montré une viabilité supérieure à 60 %.
1 Institut des sciences de la nature, université de Annaba, BP 12, Annaba
23000, Algérie,
2 Laboratoire de Palynologie, Muséum national d'histoire naturelle, 64 rue
de Bufton, 75005 Paris, France,
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1Biotechnologies appliquées chez
l'aubergine (Solanum melongena L.)
Collonnier1
1. Fock1
Y. Lian1
A. Servaes1
F. VedeP
G. Ducreux1
D. Sihachakr1
L'aubergine (2 n = 24), plante d'une importance économique consi-
dérable dans de nombreux pays d'Asie et d'Afrique, présente sou-
vent des niveaux insuffisants de résistance aux stress biotiques et
abiotiques auxquels elle peut être confrontée. Son excellente apti-
tude à la culture de tissus et à la régénération de plantes in vitro
permet, pour l'amélioration de ces caractères agronomiques, l'utili-
sation de nombreuses techniques de biotechnologie telles que
l'exploitation de la variation somadonale, l' haploïdisation, l' hybri-
dation somatique et la transformation génétique pour le transfert de
gènes. La variation somaclonale a, par exemple, été utilisée pour
l'obtention d'une lignée tolérante à la salinité. Des lignées
haploïdes doublées obtenues par androgenèse in vitro ont montré
une capacité à produire des fruits à basse température. Des carac-
tères de résistances à des attaques bactériennes et fongiques, identi-
fiées parmi le très large éventail des espèces apparentées à
l'aubergine, ont été transmis par hybridation somatique. Cette tech-
nique de fusion cellulaire a permis de s'affranchir des barrières
d'incompatibilité qui limitaient les possibilités de croisements
sexués entre ces espèces. Des expériences de fusions asymétriques,
1 Laboratoire de Morphogenèse végétale expérimentale, université Paris
Sud XI, 91405 Orsay cedex, Paris.
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entre l'aubergine et un partenaire irradié aux rayons gamma ont
aussi été réalisées et ont permis d'obtenir des hybrides tolérants au
Verticillium, morphologiquement très proche de l'aubergine et pré-
sentant donc l'avantage de réduire par la suite le nombre de rétro-
croisements nécessaires habituellement pour l'introgression de tels
caractères. Le génie génétique et l'utilisation de marqueurs chez
l'aubergine en sont à leurs débuts. Cependant des aubergines résis-
tantes à Coleoptrans à travers l'expression du gène de Bacillus thu-
ringiensis et des plantes à fruits parthénocarpiques sans graines, ont
déjà été produites par transgenèse. Une carte génétique partielle
comprenant 94 loci, répartis en 13 groupes de liaison recouvrant
716,7 cM, a d'autre part été élaborée à partir de RAPDs. Une résis-
tance au feu bactérien a pu être localisée sur 2 de ces 13 groupes.
Afin d'analyser les relations génétiques entre l'aubergine et ses
espèces apparentées, et dans le but de contribuer à la détermination
de marqueurs de résistances, différentes études fondées sur les
RAPDs, les AFLP et l'ADN chloroplastique ont par ailleurs été
menées (contrat européen n° ERB IC18-CT97-0187).
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1Analyse de la variabilité
caryologique chez le genre Vicia
s. El bok1
M. El gazzah1
Le geme Vicia occupe une aire importante essentiellement sous les cli-
mats tempérés et humides. il comprend approximativement 140 espèces
localisées en Europe, en Asie et en Amérique du Nord. Ces espèces ont
leur centre de diversité en Asie et dans la région méditerranéenne
(Europe, Afrique du Nord). En Tunisie, l'aire de répartition du geme
s'étend de l'humide supérieur à l'aride inférieur. Le geme Vicia com-
prend donc plusieurs espèces de valeur fourragère économiquement
importante. Le but de cette étude est la mise en évidence de la diversité
génétique des populations naturelles de vesces en Tunisie. Notre objec-
tif principal est l'identification de ces ressources, leur conservation et
leur exploitation par la voie génétique. Dans ce travail, nous nous limi-
terons à la présentation de ces ressources à travers une évaluation caryo-
logique. il a porté sur dix popLÙations naturelles appartenant à quatre
espèces différentes.
- Vicia saliva représenté par : V. saliva slesp obovala code C2,
V. saliva s/esp anguslifolia code Bk2, V. saliva var. macrocarpa
code CI,. saliva var. macro carpa code SI,. saliva code Sr3,
V. saliva sie sp saliva code JI.
- Vicia monenlha représenté par: V. monenlha s/esp cinerea code C3.
- Vicia lulea représenté par: Vicia lulea var. hirla code C4 et G 1.
- Vicia narbonensis représenté par : Vicia narbonensis var. narbo-
nensis code Vn.
1 Laboratoire de Génétique et biométrie, faculté des Sciences deTunis,
2092 El Manar, Tunis, Tunisie.
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Afin de vérifier le degré de ploïdie du matériel utilisé, nous avons
effectué des dénombrements chromosomiques sur 20 à 30 apex raci-
naires par population de germination âgées de 4 à 6 jours. L'obser-
vation microscopique des plaques métaphasiques a révélé que toutes
les espèces sont diploïdes et ont des chromosomes de taille diffé-
rente. Par ailleurs, le degré de ploïdie trouvé varie entre 10 et 14. Il
ressort de cette étude surtout une variabilité interspécifique et intras-
pécifique chez Vicia sativa. Le caryotype exceptionnel (2 n = 14) peu
fréquent a été trouvé chez Vicia sativa s/esp angustifolia.
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1Analyse de la variabilité génétique
de quelques provenances du genre
Cupressus spp.
El Mousadik1
A. Bechir1
A. El HamidP
A Taimi2
Le cyprès de l'Atlas (Cupressus atlantica G.) est une essence endé-
mique du Haut Atlas occidental du Maroc. Cette espèce, menacée de
disparition, n'existe actuellement sous forme de couvert forestier
que sur le site d'Aghbar, lui-même souffrant d'une absence quasi
totale de régénération naturelle. Il en découle une perte certaine de
la diversité génétique disponible, si les mesures nécessaires à la sau-
vegarde de cette espèce ne sont pas rigoureusement adoptées. Notre
étude vise à décrire et à évaluer l'ampleur de la diversité génétique
par les marqueurs isozymiques au sein du cyprès. Nous avons ana-
lysé le polymorphisme de cinq systèmes enzymatiques à travers trois
espèces représentées par deux provenances du Haut Atlas Occidental
(Aghbar et Idni) appartenant à C. atlantica, une provenance de sem-
pervirens et une quatrième de C. Arizonica. Les résultats montrent
une diversité génétique variable entre espèces et assez homogène au
niveau intraspécifique. Le nombre moyen d'allèles par locus et par
population est de 2,1. La diversité génétique moyen observée montre
un déficit généralisé d'hétérozygotie. Le classement des espèces éta-
1 Laboratoire d'Agroforesterie, faculté des Sciences, université Ibnou
Zohr, BP 28/S, Agadir, Maroc.
2 Station de semences Marrakech, Maroc.
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blis sur la distance génétique de Nei (1978) est en accord avec la sys-
tématique du genre Cupressus et confinne l'utilité taxonomique des
marqueurs isozymiques. Le coefficient de différenciation (GST)
inter-populations est d'une valeur de 0,099 montre que 10 % de la
diversité se trouve distribuée entre les populations.
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1Diversité génétique des populations
naturelles d'Atriplex halimus et
études des systèmes de reproduction
H. Ferchichi-Ouarda1
S. Bouzid2
H. Harzallah2
L'analyse phénologique de la floraison chez des populations natu-
relles d'Atriplex halimus, poussant dans différentes régions de la
1Unisie, montrent qu'il existe une précocité au niveau de la florai-
son et de la fructification, chez les individus du Sud (aride inférieur),
alors que ces deux événements se font plus tardivement chez les
populations du Nord (semi-aride à hivers doux) et du Centre (aride
moyen). Par ailleurs, la dynamique de la morphogenèse florale, au
niveau de la répartition des sexes et de la sexualité des fleurs, paraît
plus ou moins indépendante des facteurs de l'environnement. En
effet, les plantes analysées pour les différentes populations, ont
mani festé une monoécie, se caractérisant par l'installation plus pré-
coce des fleurs mâles (Protandrie). Ce décalage entre la maturité des
organes mâles et femelles, nous a incité à étudier les systèmes de
reproduction, chez cette espèce. Nous avons constaté, une grande
différence entre les populations, ainsi, le nombre de fruits et de
graines est plus important en pollinisation libre, que celui obtenu en
autofécondation. La diversité morphogénétique des populations
1 Institut national de recherche en génie rural, eaux et forêts, BP n° 10,
2080 Ariana, Tunis, Tunisie.
2 Faculté des Sciences, département de Biologie, campus universitaire,
1060 Tunis, Tunisie.
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d'Atriplex halimus pourrait être attribuée à une différence du niveau
de ploïdie. Nous avons remarqué, suite à une étude cytogénétique
réalisée pour des plantes provenant de plusieurs sites de conditions
édapho-climatiques différentes, que le degré de ploïdie évolue selon
l'emplacement géographique. En effet, nous avons obtenu plusieurs
types chromosomiques, (2 n, 3 n, 4 n), les pieds provenant du Nord,
sont plutôt diploïdes alors que, plus on avance vers le Sud, plus le
niveau de ploïdie augmente et devient tétraploïde.
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1Étude de la diversité génétique
de populations naturelles
d'Atrip/ex halimus L. au Maroc
Haddlouil-2
M. Baaziz1
Atriplex halimus, de la famille des Chénopodiacées, appartient aux
halophytes de grande importance écologique et économique, en consi-
dérant son adaptation aux conditions climatiques et pédologiques des
zones arides. L'espèce joue un rôle dans la nouniture du cheptel, la
fourniture du bois et la lutte contre la désertification. Dans le but de
définir une stratégie d'amélioration et de gestion des ressources géné-
tiques d'Atriplex halimus au Maroc, une analyse préliminaire de la
diversité génétique de 9 populations naturelles a été entreprise. Cette
étude comporte deux types d'analyses complémentaires:
- une analyse morphologique, basée sur des caractères liées à l'ap-
pareil végétatif (la date d'apparition des premières feuilles, la lon-
gueur et le nombre des rameaux, la taille des feuilles ... ) ;
- une analyse du polymorphisme isoenzymatique par la technique
d'électrophorèse sur gel de polyacrylamide, effectuée à l'aide des
systèmes des estérases (EST), de la glutamate oxaloacétate trans-
aminase (GOT) et des phosphatases acides (ACP).
Diverses méthodes statistiques et multidimensionnelles basées sur
les caractères morphologiques, ont permis d'analyser la structure de
1 Laboratoire de Biochimie et amélioration des plantes, faculté des
Sciences, Semlalia, Marrakech, Maroc.
2 Laboratoire de Génétique et biotechnologie végétale, faculté des
Sciences et Techniques, Beni mellal, Maroc.
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la variabilité génétique des populations. Des différences significa-
tives entre les populations sont mises pour un nombre très important
de caractères. La comparaison des variabilités des populations telles
qu'elles sont présentées par l'analyse en composantes principales, a
permis de démontrer une diversité intra et interpopulations assez
importante. La différenciation des populations s'opère, d'une façon
générale, en liaison avec les conditions écogéographiques des sites
de collecte des échantillons. L'analyse des différents zymogrammes
obtenus par électrophorèse, nous a permis d'émettre des hypothèses
relatives à la structure et au déterminisme génétique de chacune des
trois enzymes considérées. Sept locus seraient impliqués dans la
synthèse et le contrôle génétique des trois isoenzymes analysés
(GOT, EST et ACP). Le calcul des paramètres de génétique des
populations à partir des fréquences alléliques, a permis de révéler
un polymorphisme isoenzymatique important au sein des popula-
tions analysées. Le dendrogramme de classification, établi à partir
des distances génétiques de NE!, fait ressortir des groupes de popu-
lations en fonction des origines géographiques. Les populations
naturelles d'Atriplex halimus présentent donc une diversité géné-
tique importante. Cette hétérogénéité traduit l'existence de struc-
tures génotypiques différentes, bien adaptées aux conditions locales
de l'environnement et pouvant être exploitées dans des programmes
d'amélioration génétique de l'espèce.
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Évaluation du degré de restauration
de l'autocompatibilité chez des hybrides
d'Amandier et effets sur la production
J. Kcherem1
N. Elloumi2
B. Jraïdi2
H. Harzallah1
L'Amandier, à l'exception de certains cultivars, est auto-incompa-
tible. Un verger commercial doit renfermer au moins deux cultivars
inter-compatibles et dont les périodes de floraison se chevauchent
suffisamment. Cependant, une floraison asynchrone des cultivars
entraîne une mauvaise pollinisation, qui se traduit par une réduction
de la production. Plusieurs cultivars auto-compatibles ont été signa-
lés depuis longtemps (Luhi, 1935). En Tunisie, à l'Institut national
agronomique, depuis 1970, les programmes d'amélioration de
l'Amandier se sont intéressés à cet aspect (El Gharbi, 1981). Parmi
les croisements réalisés, au laboratoire d'Arboriculture fruitière, cer-
tains ont été sélectionnés pour leurs qualités productives et leur auto-
fertilité. Le présent travail a eu pour but, de vérifier in situ et in vitro,
le degré de restauration de l'auto-compatibilité, chez deux hybrides,
par l'étude de la croissance des tubes polliniques, après pollinisation
contrôlée et en microscopie à fluorescence. Parallèlement, à cette
étude, des comparaisons entre parents et hybrides ont été réalisées
sur un grand nombre de caractères et les données ont été analysées
statistiquement par une analyse discriminante.
1 Faculté des Sciences de Tunis, campus universitaire, 2092 Tunis, Tunisie.
2 Institut national de la recherche agronomique de Tunisie, 2080 Ariana, Tunisie.
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Application of microsatellite
markers to cultivar fingerprinting
and pedigree analysis in almond
(Prunus du/cis Miller)
Y. A. Kacar1 E. Tanriver1
M. Pancaldl2 A. Kuden1
A. B. Kuden1 S. Cetiner1
S. Sansavini2
An almond breeding programme has been carried out at the
University of Cukurova since 1993. Promising seedlings were
found in trus programme. Among the seedlings 21 of them, arising
from the controlled cross between Sel.1 0 1-23 and Ferragnès and
8 almond cultivars were experimented at Cadriano Experimental
Center (Bologna University, Italy). Twelve SSR, previously isolated
in peach, were tested on 8 almond cultivars as weil as on 21 seed-
lings. Ali almond genotypes were identified and distinguished com-
bining SSR amplifications, being the only exception that of
Supernova and Sel. 101-23, whose DNA profiles resulted perfectly
overlapping. Seedlings analysis showed correct Mendelian segrega-
tion for most of the tested microsatellites, thus confirming their use-
fulness in almond mapping experiments. Finally, a few seedlings
have proved to be "outcross", being their DNA profiles not compa-
tible with those of the used parents, i.e. Ferragnès and SeJ.l 01-23.
Seven almond cultivars and 10 seedlings arising from the control-
1 University of Cukurova, Dept. of Horticulture, 01330 Adana, Turkey.
2 Dipartimiento di Colture, Aboree-Univ Degli Studi di Balogna, Italy.
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led cross between Se1.48-5 and Ferragnès were also analysed by
twelve microsatellites. DNA analysis were done at the University of
Cukurova, Laboratory for Plant Biotechnology (Cukurova
University, Turkey).
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L'amélioration génétique
de la qualité des blés
KhelifP
G. Branlard2
L'amélioration génétique de la qualité d'un blé est un objectif d'une
grande ampleur et en constante évolution. En effet, les critères biochi-
miques et technologiques, impliqués dans la fabrication des produits,
sont nombreux et la composition du grain résulte de l'expression de
multiples gènes plus ou moins en interaction avec les facteurs agro-
nomiques et climatiques du milieu de culture du blé. La méthodologie
d'amélioration génétique de la qualité comme du rendement repose
tout d'abord sur la nécessité de mettre en œuvre un dispositif multilo-
cal d'évaluation agronomique et génétique des blés. Les observations
rigoureuses portées sur les lignées et cultivars soumis à ces essais sont
d'une grande importance pour le choix des blés qui seront cultivés
dans le pays et repris comme géniteurs dans les croisements ultérieurs.
L'amélioration de la qualité des blés s'appuie ensuite, et de plus en
plus, sur l'utilisation en cours de sélection de marqueurs génétiques.
Ceux-ci sont issus des recherches qui ont pour objectif d'identifier les
gènes qui sont impliqués dans la variation de la composition du grain
et des ses propriétés de transformation. Les protéines de réserve du
grain, constituants majeurs du gluten, jouent un rôle important dans
les propriétés rhéologiques de la pâte. Nous illustrerons cette démar-
che en montrant dans la communication comment les marquers géné-
tiques peuvent être intégrés dans l'amélioration génétique du blé.
1 Laboratoire de Biochimie génétique, Institut des sciences de la nature,
université de Constantine, 25000 Contantine, Algérie.
2 Station d'Amélioration des plantes, Inra, domaine de Crouelle, 63039
Clermont Ferrand cedex, France.
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1Structure génétique des populations
d'Hedysarum coronarium L.
Analyse morphologique,
isoenzymatique et moléculaire
N. Trifi-Farah 1
M. Marrakchil
L'Hedysarum coronarium (légumineuse, papilionacées) est une
plante diploide (2 n = 16) préférentiellement allogame et appelée
couramment Sulla ou Sainfoin d'Espagne. À l'état spontané, elle
présente une large aire de répartition géographique et pousse sur des
sols argilo-Iimoneux bien drainés. En dépit d'une protrandrie mar-
quée, les peuplements de cette espèce sont largement exploités aussi
bien pour la pâture que pour la protection des sols où les graines se
ressèment naturellement. En outre, cette espèce est cultivée pour la
production du fourrage et présente une valeur nutritive proche de
celle de la luzerne et du trèfle violet. Dans le cadre de l'élaboration
d'un programme visant l'amélioration des parcours, nous avons
entrepris l'évaluation et la caractérisation de la diversité génétique
des populations locales grâce à des marqueurs morphologiques,
isoenzymatiques et moléculaires. L'analyse des caractères morpho-
logiques a montré qu'il existe, en fonction de l'origine géogra-
phique des populations, une importante variabilité génétique et que
l'antagonisme entre l'axe principal orthotrope et les axes latéraux
plagiotopes serail sous un contrôle génétique. Par ailleurs, les résul-
tats basés sur l'utilisation de 38 locus polymorphes représentant
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie et biotechnologie,
faculté des Sciences de Tunis, 2092 El Manar, Tunis. Tunisie.
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10 systèmes enzymatiques, montrent clairement l'existence d'un
polymorphisme intra et interpopulations sans pour autant définir
des regroupements liés à l'origine écologique de ces populations
malgré leur diversité génétique importante. Dans le but de faire une
description fine de la variabilité observée, nous avons analysé par
RFLP le polymorphisme de l'ADN génomique des différentes
populations de H. coronarium en utilisant des sondes ribosomales.
Après avoir cloné l'unité de répétition de l'ADNr par cosmidage,
l'espaceur intergénique a été amplifié par PCR. Il en ressort que
cette sonde constitue un outil très puissant qui permet de mettre en
évidence plusieurs marqueurs RFLP. La mise à profit de ces mar-
queurs a montré par des analyses multivariées, une grande diversité
génétique pour des populations caractérisées par des ports morpho-
logiques extrêmes. En outre, l'exploitation des résultats issus de
l'analyse par AFLP montre l'existence de marqueurs potentiels
ayant trait au port de la plante.
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1Diversité génétique d'une collection
tunisienne de palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.)
M. TrifP
A. Ould Mohamed Salem1
S.ZehdP
A. Rhouma2
M. MarrakchP
La phoéniciculture tunisienne est caractérisée par sa richesse consi-
dérable. Cependant, elle est fortement influencée par des circons-
tances commerciales favorables et se trouve orientée sélectivement
vers la culture monovariétale. Ce phénomène a fait que le patri-
moine génétique phoénicicole évolue dans diverses tendances en
particulier vers l'érosion génétique des palmeraies tunisiennes et Je
déséquilibre de l'environnement oasien. Dans le cadre des actions
visant la sauvegarde et la conservation de ce patrimoine, nous avons
entrepris l'analyse de la diversité génétique du patrimoine géné-
tique phoénicicole de la Tunisie grâce aux techniques d'électropho-
rèse des protéines isoenzymatiques, d'amplification aléatoire de
l'ADN polymorphe (RAPD) et de motifs microsatellites. Les mar-
queurs polymorphes qui en résultent ont été soumis à des analyses
statistiques appropriées permettant de générer des arbres phylogé-
niques ainsi qu'à l'établissement d'une clé permettant !'identifica-
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie et biotechnologie,
/aculté des Sciences de Tunis, 2092 El Manar, Tunis, Tunisie.
2 Centre de recherches phoénicicoles, Oegache, Tunisie.
Posters
tion des variétés tunisiennes de palIIÙer dattier. Nos résultats sont en
accord avec les classifications standards de la collection utilisée en
se basant sur des critères morphologiques et analytiques. Les retom-
bées de l'analyse des potentialités de ces ressources phytogéné-
tiques sont discutées dans le but d'élaborer une stratégie visant
l'établissement d'un programme d'amélioration des variétés ances-
tralement sélectionnées ainsi que la recherche de phénotypes inté-
ressants tant par leur qualité dattière que par leur résistance à
certaines maladies au caractère épidéIIÙque.
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1Cartographie génétique et détection
de QTL de qualité de fibre pour une
sélection assistée par marqueurs
chez le cotonnier
M. J. Lacape'
T. B. Nguyen'
L. Grivet'
B. Hau'
Le développement des marqueurs moléculaires de l'ADN offre
d'importantes applications pour l'amélioration des plantes. Un pro-
gramme de sélection assistée par marqueurs (SAM) du cotonnier
orienté sur les caractéristiques technologiques de la fibre a été ini-
tié en 1998 au Cirad. Un croisement interspécifiques entre les 2 es-
pèces Gossypium hirsutum (Gh) et Gossypium barbadense (Gb) a
été utilisé, et une approche de sélection de type backcross est actuel-
lement développée avec pour objectif de transférer des caractéris-
tiques favorables de qualité de fibre présentes chez Gb dans un
fonds génétique Gh. Une population de 75 plantes issues d'un back-
cross de 1re génération (BC 1), après croisement de retour sur le
parent Gh, a fait l'objet, d'une part, d'Une analyse moléculaire et,
d'autre part, de mesures phénotypiques des principales caractéris-
tiques technologiques. L'analyse moléculaire réalisée à raide d'en-
viron 1 000 marques moléculaires de type RFLP, microsatellites et
AFLP, a conduit à la construction d'une carte génétique saturée du
génome du cotonnier qui sera présentée. La présence de différents
1 Cirad, BP 5035, 34032 Montpellier, France.
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types de marqueurs dans une carte intégrée permettra de réaliser un
pont avec les données bibliographiques existantes de cartographie
génétique du cotonnier. Les mesures des principales caractéris-
tiques quaJitatives de la fibre de coton, ténacité, finesse et longueur;
devra permettre par ailleurs la détection de QTL associés à ces
variables. La stratégie du progranune de SAM est d'utiliser l'en-
semble des données moléculaires et phénotypiques pour sélection-
ner les meilleurs individus BC l, puis ultérieurement BC2 et BC3, à
conduire en génération suivante.
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1Étude de la phylogénie des menthes
V. Gobert1
S. Moja1
M. Wink2
M. CoIson 1
Le genre Mentha appartient à la famille des Lamiacées, composée
de 6 000 espèces réparties en 220 genres. Plus de deux cents
espèces de menthes ont été décrites par les systématiciens selon des
critères morphologiques, cytogénétiques et chimiques, alors qu'il
n'existe que cinq espèces dites légitimes c'est-à-dire spontanées et
fertiles. Ce grand nombre d'espèces résulte de l'aptitude étonnante
des menthes à l'hybridation intra et interspécifique qui a mené à
l'émergence de nombreux hybrides stériles ou très peu fertiles. La
reproduction végétative, quant à elle, a facilité la fixation des
hybrides ce qui a permis d'en élever certains au rang d'espèce. De
plus, la plasticité phénotypique des menthes rend leur identification
difficile, entraînant alors des erreurs dans la taxonomie. Les
diverses classifications des menthes, basées essentiellement sur des
critères morphologiques et cytologiques ne renseignent que très
partiellement sur les événements de polyploidisation et de croise-
ments interspécifiques. La situation génétique des menthes est donc
très complexe. L'objectif de notre travail est donc fondé sur l'étude
de la phylogénie des menthes afin d'approfondir nos connaissances
1 Laboratoire de Biotechnologies végétales appliquées aux plantes aro-
matiques et médicinales, 23 rue du Docteur Paul Michelon, 42023 Saint-
Etienne, France.
2 Institut Pharmazeutische Biologie, université d'Heidelberg, INF 364,
69120 Heidelberg, Allemagne.
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sur le fond génétique du genre Mentha et de clarifier la taxonomie
actuelle. Cette étude repose sur la mise en œuvre d'une approche
moléculaire. Ainsi, le séquençage du gène rbcL et des séquences
ITS, non codantes et à évolution rapide a été réalisé chez une tren-
taine d'individus, représentatifs des cinq espèces légitimes et de
l'hybride M. x piperita. L'analyse des résultats basée sur la méthode
des distances (Neighbor-Joining) montre l'existence de différents
groupes. Celui des Mentha aquatica est homogène et semble être le
plus évolué. En revanche, les quatre autres espèces légitimes,
M. suaveolens, M. longijolia, M. spicata et M. arvensis et l'hybride
M. x piperita, sont dispersés en groupes distincts plus ou moins
hétérogènes. Afin de conforter ces premiers résultats et d'expliquer
l'hétérogénéité de certains groupes, due peut-être à la présence
d'hybrides, la technique d'ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)
sera envisagée.
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1Utilisation des marqueurs moléculaires
pour l'évaluation de la diversité
génétique d'une collection locale
de Rhizobium nodulant Medicago
Jebara2
R. Mhamdi3
M. E. Aouani2
R. Ghrir2
M. Mars1
La fixation biologique de l'azote par le système symbiotique
Rhizobium-légumineuse offre de grande potentialité d'application
en vue d'améliorer le rendement de culture des légumineuses. En
effet, ces bactéries forment chez les plantes des structures spéciali-
sées: les nodosités racinaires au niveau desquelles l'azote molécu-
laire est réduit en ammoniac qui constitue une forme assimilable par
la plante. Cependant, en dépit d'une capacité d'inoculation, le tra-
vail de caractérisation et de sélection des souches destinées à la pro-
duction d'inoculum est un travail encore absent. Dans ce cadre, une
étude d'évaluation des populations locales de Rhizobium nodulant
Medicago a été menée. Une collection locale comportant 500 iso-
lats de Rhizobium provenant de 60 sites différents couvrants diffé-
rents étages bioclimatiques de la Tunisie a été constituée. L'analyse
1 Faculté des Sciences de Gabès, route de Medenine, 6029 Gabès, Tunisie.
2 INRST, PB 95 2050 Hammam-Lil, Tunisie.
3 Faculté des Sciences de Monastir, Tunisie.
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de la composition plasmidique de 134 isolats de cene collection a
permis de révéler 18 types plasmidiques distincts. Un seul type s'est
avéré présent dans tous les sites prospectés. Ce même type est majo-
ritaire (26 % des isolats sont classés dans ce type plasmidique).
L'analyse du polymorphisme enzymatique en considérant 88 isolats
et Il systèmes enzymatiques différents a montré que le système
Indophenol oxydase (IPO) est invariable, au contraire le système
phosphoglucose isomerase (PGI) s'est montré le plus polymorphe.
Dans l'ensemble, 72 types électrophorétiques différents ont été
dégagés. L'analyse comparée de ces types électrophorétiques a per-
mis la distinction de deux groupes principaux d'isolats. Ces résul-
tats ont été confinnés par l'utilisation de la technique PCR-RFLP de
l'ADN ribosomal (ADNr) 16S ou celui de la région intergénique
ADNr 16S- 23S. Les deux groupes de Rhizobium obtenus pour-
raient correspondre à Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium
medicae identifiés dans les sols européens. L'analyse de l'interac-
tion Rhizobium-Medicago (nodulation, efficience) a montré, en plus
de l'effet cultivar de la plante, des réponses variables selon l'appar-
tenance taxonomique de la souche rhizobiale utilisée.
Mots-clés: Diversité génétique - Medicago - Profil plasmidique -
Sinorhizobium.
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Élaboration de la carte génétique
du blé dur
Labhililj1-3
M.Baum2
M. Nachit2
S. Eljaafarj3
L'élaboration des cartes génétiques de plusieurs espèces a permis
l'identification des QTLs et marqueurs moléculaires relatifs au ren-
dement, qualité, tolérance aux stress abiotiques et biotiques. La
comparaison de ces cartes génétiques a mis en évidence l'existence
des similarités entre génomes de plusieurs espèces. Des fragments
chromosomiques de taille variable sont conservés sur des chromo-
somes équivalents entre les espèces orge, blé et riz. Cette similarité
des génomes entre espèces différentes, a rendu possible l'utilisation
commune d'un marqueur moléculaire relatif à un caractère.
L'adoption d'une approche intégrative des cartes génétiques des
espèces avoisinantes comme le riz, l'orge, blé tendre et le blé dur,
pennettra de localiser de nouveaux marqueurs moléculaires ou
QTLs. L'utilisation des marqueurs moléculaires de type RFLP ou de
ceux basés sur l'amplification par PCR (RAPD, microsatelJites,
STS ou AFLP) dans l'amélioration génétique des plantes, a rendu
possible la sélection des variétés adaptées, de bonne qualité et qui
1 BP 415, laboratoire de Biotechnologie, département d'Amélioration
génétique, Inra-Guich, Rabat, Maroc.
2 Icarda, PO. BOX 5466 Alep, Syrie.
3 Département de Physiologie végétale, faculté des Sciences, Méknès,
Maroc.
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sont résistantes à plusieurs maladies et insectes. Des marqueurs
pour la qualité technologique, des marqueurs de résistance à la
rouille, à la cécidomyie, à la séptoriose et aux nématodes chez les
blés ou l'orge sont disponibles. L'application de ces marqueurs
dépendra des génotypes utilisés et la race de la maladie. Chez le blé
dur, pour l'identification des marqueurs moléculaires associés aux
différents stress, une carte génétique a été développée. Une popula-
tion F6, de lignées sœurs (RIL), issue d'un croisement entre deux
génotypes très polymorphes, Jenah khetifa et ChamI, a été dévelop-
pée. Des techniques de RFLP, RAPD, microsatellites, AFLP et STS
ont été utilisées pour élaborer la carte génétique de blé dur. 20 mar-
queurs RFLP, 80 marqueurs RAPD, 30 marqueurs microsatellites,
320 marqueurs AFLP et 2 marqueurs de qualité ont été cartogra-
phiés. Pour la saturation de cette carte génétique, le travail se pour-
suit à l'Inra au Maroc, à Comell et à l'Icarda pour l'introduction des
marqueurs AFLP, microsatellites et RFLP. Des essais au champ sont
en cours de réalisation dans plusieurs régions pour l'évaluation des
effets des stress abiotiques et biotiques.
Mots-clés: Blé dur - carte génétique - marqueurs AFLP - Micro-
satellites - RAPD - RFLP.
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1Ressources marocaines en pin d'Alep
(Pinus halepensis MilL). Biodiversité,
conservation et réhabilitation des milieux
Boullï1
M. Baaziz2
o. M'hirit3
Le pin d'Alep Pinus halepensis Mill. est un conifère méditerranéen
assez répandu au Maroc. Les populations les plus importantes sont
échelonnées selon un axe Nord-Est Sud-Ouest où le pin d'Alep
montre une grande adaptabilité en termes d'altitude au froid et sub-
strat lithologique. Les mesures de certains caractères morpholo-
giques montre une corrélation avec l'altitude, la latitude et la
longitude. Cependant, sa régénération naturelle est très influencée
par Je pâturage couplé à la fragilité des sols méditerranéens et son
climat. Une telle situation a suscité l'installation de clôtures dans le
but de conserver certaines populations soumises aux conditions
écologiques sévères et favoriser la réhabilitation. Les résultats pré-
liminaires en termes de biodiversité et conservation-réhabilitation
feront l'objet de notre exposé.
1 Université Cadi Ayyad, faculté des Sciences et Techniques, départe-
ment de Biologie, BP 523 Beni Mellal, Maroc.
2 Université Cadi Ayyad, faculté des Sciences Semlalia, département de
Biologie, laboratoire BAP, BP 2390 Marrakech, Maroc.
3 Infi, BP 511, 10000 Sale, Maroc.
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1Caractérisation génétique
et moléculaire de la haute quantité
en T4-oléique dans la population
Pervenets chez le tournesol
S. Lacombel -2
H. Guillot1
F. Kaan2
C. Millet1
A. Bervillé2
Le facteur génétique majeur de la teneur en TG-oléique de l'huile
de tournesol a pour origine la population Pervenets issue d'un trai-
tement par mutagenèse chimique. Le caractère à haute teneur
oléique (HO) a été transféré de Pervenets à des variétés, mais de
nombreuses difficultés persistent dans la compréhension et donc
dans l'utilisation en sélection, pour produire des variétés à haute
teneur stables et performantes. Pour identifier des marqueurs molé-
culaires specifiques de la mutation HO Pervenets, l'approche gène
candidat a été réalisée, en considérant les 2 enzymes intervenant
dans la synthèse de l'acide oléique: les ~9- et ~12- désaturases.
Une étude de diversité portant sur 160 génotypes (populations,
lignées et hybrides) HO et La a révélé un profil de restriction spé-
cifique des génotypes HO, avec l'ADNc de la ~12-désaturase
comme sonde. Il est strictement associé au caractère HO. Dans une
1 Monsanto, Centre de recherche Boissay, 28313 Toury, France.
2 Inra-UR-GAP, laboratoire du Tournesol, 2 place Viala, 34060 Montpellier
cedex 1, France.
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population F2 de 107 individus obtenue d'une FI HO X La, nous
avons observé une distribution bimodale en accord avec la ségréga-
tion 3: 1 du facteur dominant HO bien que quelques individus aient
une teneur intermédiaire. Les individus homozygotes pour le
~ 12-RFLP La ont une teneur oléique moyenne de 50,7 % (15,5 -
61,3 %) ; les individus homozygotes pour le ~12-RFLP HO ont
une teneur oléique moyenne de 90,6 % (85,2 - 91,9 %) ; les indi-
vidus hétérozygotes pour le ~12-RFLP HO/LO ont une teneur
oléique moyenne de 83,7 % (67,5 - 91,3 %). Les proportions sont
en accord avec une ségrégation 1:2:1 qui est donc due à l'allèle
dominant du ~12-RFLP spécifique du caractère HO. Ce ~12-RFLP
est associé à la sous ou non-accumulation du transcrit de la
~ 12-désaturase. Pour comprendre l'organisation de cette région
nous avons entrepris de la cloner.
Posters
Application des techniques
de cytogénétique moléculaire
pour caractériser les chromosomes
de Coffea arabica L.
c. Plnto-Maglio1
T Cuéllar1
Un préalable important à l'amélioration génétique d'espèces ou à
l'étude évolutive d'un genre est la caractérisation structurelle des
chromosomes, car d'elle va dépendre de l'obtention de marqueurs
chromosomiques adéquats, marqueurs qui seront ensuite utilisés
pour étudier et contrôler la transmission et l'introgression de carac-
tères d'intérêts. Coffea arabica, espèce d'importance économique
majeure, est une exception du genre puisqu'eUe est l'unique espèce
tétraploïde (2 n =44) autogame. Toutes les autres, soit près de 100,
sont diploïdes et allogames. Pour tenter de caractériser les chromo-
somes mitotiques de certaines espèces du genre Coffea, plusieurs
études cytogénétiques ont été conduites à l'aide des techniques
conventionnelles et des bandes C. Les analyses comparatives se
sont révélées difficiles ou inefficaces car la petite taille et la simili-
tude des chromosomes n'ont pas permis leur identification à l'inté-
rieur et entre les différents génomes. Des informations
caryologiques complémentaires, obtenues à partir d'analyses de
patron chromomérique en phase pachytène de la division méiotique,
ont confirmé la similitude morphologique des chromosomes. Face
à ce problème, il est apparu nécessaire d'utiliser d'autres techniques
1 Instituto Agronômico de Campinas (lAC), av. Barao de Itapura, 1481,
Caixa Postal 28, CEP 13001-970, Campinas, SP, Brésil.
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permettant de déterminer la structure des chromosomes. Une nou-
velle perspective de caractérisation est rendue possible avec l'em-
ploi de fluorochromes et des techniques de cytogénétique
moléculaire, plus précisément les techniques d'hybridation in situ,
Fish (Fluorescent in situ hybridization) et Gish (Genomic in situ
hybridization). Ce travail présente des résultats préliuùnaires qui
ont été obtenus pour les chromosomes de C. arabica, en utilisant les
techniques mentionnées ci-dessus. La composition des régions
hétérochromatiques a été étudiée avec des fluorochromes spéci-
fiques, Dapi pour les régions de DNA riches en paires de bases AT
et CMA3 pour celles riches en Ge. Le nombre et la distribution des
régions organisatrices de nucléoles (NORs) ont été caractérisés par
hybridation in situ FlSH avec la sonde pTa7l (ADNr). Ces mêmes
techniques seront utilisées pour l'obtention de marqueurs chromo-
souùques de C. arabica mais également pour les autres espèces du
genre afin de permettre une comparaison des patrons différentiels
des chromosomes et une élaboration de caryotypes plus détaillés
dans le but de complémenter les programmes d'amélioration et plus
particulièrement les études de sélection de génotype.
Projet partiellement financé par « Consorcio Brasileiro do Café ».
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1La trachéomycose du Palmier dattier,
état actuel des connaissances
et perspectives de lutte
El HadramP S. El Jaafari3
A. Clerivet2 F. Daayf1
N. Zouiten1 T N. Ferriere4
Le Palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une monocotylédone
arborescente qui présente des intérêts socio-économiques majeurs
particulièrement dans les zones marginalisées appelées oasis.
Depuis un siècle, le dattier subit la pression d'une maladie vascu-
laire causée par Fusarium oxysporum albedinis (Foa) et communé-
ment appelée bayoud. L'objectif de cette communication est de
mettre en exergue l'état actuel des connaissances en ce qui concerne
les mécanismes biochimiques et moléculaires impliqués dans la
résistance du dattier au Foa ainsi que les perspectives de lutte contre
cene trachéomycose. Dans ce sens, des résultats de certains de nos
travaux seront exposés. Suite à un protocole d'infection racinaire
localisée, nous avons mis en évidence la synthèse de phytoalexines
de nature phénolique (dérivés hydroxycinnamiques) dont l'accumu-
lation est perceptible après 24 à 48 h au niveau des sites d'inocula-
tion. Par ailleurs, il a été relevé que des moyens biotiques (isolats
1 Laboratoire de Physiologie végétale, département de Biologie, BP 2390.
40001 Marrakech, Maroc.
2 Unité de Phytopathologie, Genetrop, IRD, Montpellier, France.
3 Laboratoire de Biotechnologie et amélioration des plantes, faculté des
Sciences, Meknès, Maroc.
4 Laboratoire d'Histocytologie, Cirad, Montpellier, France.
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non agressifs de Foa) et abiotiques (acide salicylique, acide jasmo-
nique, polyamines) induisent une augmentation des niveaux d'ac-
cumulation de ces composés fongitoxiques. Sur la base de l'étude
de ces produits, un test rapide pour la sélection de jeunes plants
résistants est mis en place. De manière générale, l'importance du
développement d'une politique de lutte intégrée et adaptative à la
vie des oasis et l'implication des composés phénol.iques dans les
stratégies de défense contre le bayoud seront discutées.
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1Étude du Ring Spot
de l'Odontoglosum et de la Mosaïque
du Cymbidium dans quelques
collections d'orchidées au Vietnam
M. ChP N. H. Phuongl T. o. Quyl
N. T. T. Anl N. T. Hal L. T. A. Hong'
Conune plantes décoratives, les orchidées sont sans rivales ; la
famille des orchidacées est représentée par plus de 28 000 espèces
dans 800-900 genres sous toutes les latitudes, sous tous les climats,
sauf le climat désertique. Avec une ganune de zones de climats dif-
férents : tempéré, subtropical et tropical, avec certaines espèces d'or-
chidées indigènes poussant à l'état sauvage, très belles et très
recherchées, le Vietnam a des conditions climatiques idéales pour la
culture à grande échelle de toutes les espèces d'orchidées. Mais pour-
quoi, avec de telles conditions, l'industrie des fleurs coupées et de
reproduction d'orchidées classées de qualité ne se développe-t-elle
pas dans notre pays jusqu'à ce jour? Nous sonunes encore confron-
tés à de très grandes difficultés. Mais parmi elles, les maladies à virus
revêtent une importance économique primordiale. Nous avons ana-
lysé 563 plantes par Elisa pour rechercher le virus de la Mosaïque du
Cymbidium et le virus du Ring Spot de l 'Odontoglossum dans les col-
lections d'orchidées vietnamiennes. Ces deux virus sont présents
dans les collections: envion 53 % des plantes se sont avérées conta-
minées par au moins un des deux virus et ceci d'autant plus que la
plante est maintenue longtemps en collection. Le niveau d'infesta-
tion semble également varier selon l'origine des plantes.
, Tuliem. Hanoi, Vietnam.
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1Utilisation de la méthode des couches
cellulaires minces (CCMt)
pour l'identification et l'évaluation
de la variabilité morphologique
de l'embryogenèse somatique
et de l'organogenèse chez
Saintpaulia ionantha
Bui Van le1 Tran Trung Hieu1
le Kim Hoan2 le Thi Anh Hong2
Nguyen Ouyen Hai2 K. Tran Thanh Van3
Bul Anh Tuyet2
Une nouvelle méthode, très efficace, a été developpée pour l'identi-
fication et l'évaluation de la variabilité morphologique de l'embryo-
genèse somatique et de l'organogenèse chez Saintpaulia ionantha
par culture in vitro en utilisant des couches cellulaires minces
(CCM). Des couches cellulaires minces transversales (CCMt) de
pétiole de Saintpaulia ionantha ont été préparées (0,2-0,4 mm
d'épaisseur) et placées sur un milieu Murashige et Skoog (MS) avec
3 % de saccharose et une gamme de concentration de BAP et d'ANA
(de 0,1 !lM à JO !lM). Trois types de morphologies (de bourgeons,
1 Laboratoire de Biotechnologie, Nationale Université de Ho Chi Minh
Ville, Vietnam.
2 laboratoire Biocontrol Institue de Génétique, Hanoi, Vietnam.
3 Institut de biotechnology des plantes, université de Paris Sud, France.
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de l'embryogenèse somatique et des racines) à partir d'explants de
CCMt de Saintpaulia ionantha sont observés. Une combinaison de
BAP et d'ANA (de 0,1 à 1 J.lM) a confirmé que le nombre de bour-
geons produit par CCMt était le plus élevé quand 0,1 J.lM d'ANA
était combiné avec l J.lM de BAP (50-60 bourgeons par expIant). En
présence de l J.lM d'ANA et de 0,1 J.lM de BAP, de l'embryogenèse
somatique se sont développés à la lumière mais pas l'obcurité. Par
contre, le remplacement de BAP par de l'NAA (de 5 IlM à 10 IlM)
a permis l'augmentation des racines. Les plantes régénérées ont été
transférées en serre après formation des racines sur un milieu conte-
nant de l'acide indole-3-butyrique (AlB) et les plantes ont présenté
les mêmes caractéristiques morphologiques que les plantes mères.
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1Étude, dans une collection roumaine
de blé tendre, des relations entre la
croissance de cals soumis à un stress
in vitro, par l'ASA, et la résistance
des plantes à un stress thernlique
Moraru1
F. Raducanu1
M. Verzea1
L'efficacité d'une sélection in vitro pour la résistance au stress
dépend des mécanismes impliqués et des possibilité de sélection au
niveau cellulaire. On peut évaluer cette efficacité, au champ ou en
laboratoire, par l'étude des corrélations entre une croissance de cals
en présence de l'agent de sélection (ABA) introduit dans le milieu
de culture et la réponse des plantes à un stress thermique (séche-
resse, gel). Des cals ont été produits à partir d'embryons immatures
cultivés sur le milieu B5. Après 4 semaines de callogenèse en
absence de stress, les cals ont été cultivés soit en condition de sélec-
tion in vitro (4 mg/l ABA; 6 mg/l ABA), soit en l'absence de stress.
La croissance des cals a été estimée par comparaison du poids des
cals cultivés sur milieu additionné d'ABA avec celle des cals culti-
vés en absence de stress. La variation du poids des cals pour tous les
génotypes (exprimée en pourcentage, s %) a été supérieure en pré-
sence de l'agent stressant (ABA). Ceci suggère que le stress in vitro
par l'ABA révèle des différences entre les génotypes. Ces diffé-
1 Laboratoire Biotechnologie, Institut des recherches pour céréales et
plantes techniques, Fundulea, 8264, Roumanie.
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rences ne sont pas visibles quand les cals sont cultivés sur milieu
sans ABA. La corrélation entre le poids des cals en présence d'ABA
et la stabilité des membranes plasmatiques des plantules soumises
aux stress (température baisse) montre une corrélation entre la crois-
sance des cals en présence d'une concentration de 6 mgll ABA. Nous
avons calculé les corrélations entre la croissance des cals en présence
d'ABA et le coefficient de réaction à la sécheresse. La corrélation
entre la croissance des cals en présence d'une concentration de
4 mgll ABA et le coefficient de réaction à la sécheresse très signifi-
cative. Ainsi, une partie des mécanismes liés à la résistance au stress
(ABA), qui se manifeste in vitro, se retrouve au niveau de la plante.
En conclusion, la sélection in vitro peut se révéler très efficiente pour
l'amélioration de la résistance des plantes à la sécheresse.
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1Déterminisme génétique
des paramètres androgénétiques
chez le blé dur (Triticum durum Desf.)
H. Slim Amara1
P. Lepoivre2
A.DaalouP
La production de plantes haploïdes doublées par culture d'anthères
in vitro constitue un système rapide de production de lignées homo-
zygotes. Toutefois, malgré la richesse de cette biotechnologie tant
du point de vue de ses applications pratiques que de ses développe-
ments en recherche fondamentale, elle reste encore peu maîtrisée
chez certaines espèces dites récalcitrantes comme le blé dur. Ce tra-
vail vise d'apporter des informations ponctuelles sur le détenTÙ-
nisme génétique des paramètres androgénétiques à travers des
croisements diallèles entre six génotypes de blé dur dont deux
locaux présentant une bonne aptitude androgénétique (Jenah
Kbotifa AP4 et Azizi AP9), deux à hauts rendements ayant une
faible capacité à l'androgénèse in vitro (Karim et Khiar) et deux
introduits, moyennement performants, en provenance de l'Orient
(Cham 1 et Om rabia). L'analyse génétique des parents et de leurs
IS hybrides a penTÙs de noter que tous les hybrides FI dont l'un des
parents est Jenah Khotifa AP4 ou Azizi AP9 ont montré une amé-
lioration nette au niveau de leurs performances androgénétiques,
1 Laboratoire de Génétique et amélioration des plantes, Institut national
agronomique de Tunisie.
2 Laboratoire de Phytopathologie, faculté des Sciences agronomiques
de Gembloux, Belgique.
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démontrée par l'effet hétérosis constaté chez ces hybrides. II ressort
également de cette étude que l'aptitude à la production de lignées
HD par culture d'anthères est un caractère héritable chez le blé dur
avec une héritabilité moyenne sur deux années d'essai de l'ordre de
53 %,49 % et 40 % au niveau de la FI et de l'ordre de 51,3 %,
0,025 % et 0,004 % au niveau de la F2 respectivement pour le pour-
centage d'embryoïdes androgéniques, le pourcentage de cals régé-
nérables et le pourcentage de plantules vertes. La phase d'induction
d'embryoïdes constitue le facteur qui lioùte le plus cette technique,
le % EA peut, par conséquent, être considéré conune le meilleur cri-
tère de sélection pour l'amélioration du rendement androgénétique
global. L'estimation des composantes de la variance génétique a
oùs en évidence l'existence des effets de dooùnance du type super-
dominance au niveau de la FI et de la F2 pour les trois paramètres
androgénétiques qui seraient sous le contrôle d'un nombre de
groupe de gènes assez lioùté et seraient contrôlés par des systèmes
génétiques indépendants. Cette étude a pennis de noter que le trans-
fert par croisement de l'aptitude androgénétique à un matériel récal-
citrant est envisageable.
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1Dosage des phytohormones dans
l'albumen de graines de cacaoyer,
application de l'équilibre hormonal
à l'embryogenèse somatique
chez deux clones de cacaoyer
Sossou-Dangou1
L. Alemanno1
N. Ferrière1
V. Hocher2
La réussite de l'embryogenèse somatique chez la plupart des
espèces, dépend des conditions de culture, en particulier le rrùlieu.
Dans ce dernier, l'équilibre hormonal est un facteur non négli-
geable. Ce travail a été réalisé afin de résoudre en partie le problème
d'inadéquation de rrùlieu de culture qui freine l'embryogenèse
somatique chez le cacaoyer, et par conséquent ses applications.
Cette étude comprend deux parties. La première a consisté à doser
des phytohormones dans l'albumen des graines prélevées à 8, 9, 10,
11 et 12 semaines après fécondation manuelle du clone IMC 67
(Forastero Haut Amazonien) par le clone UF 613 (Trinitario). Au-
delà, l'albumen a été entièrement digéré. La période de prélèvement
comprend les stades globulaire, en forme de cœur, et trois stades
cotylédonnaires. Les hormones analysées sont, l'acide abscissique
(ABA), l'acide indolacétique (AJA), la zéatine (Z) et la zéatine
1 Laboratoire Biotrop, Cirad, BP 5035, 34032 Montpellier cedex 1. France.
2 Laboratoire Genetrop, centre IRD, BP 5045, 34032 Montpellier cedex 1,
France.
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riboside (ZR). Les résultats de ces analyses montrent que l'acide
abscissique est indétectable dans l'albumen pendant les deux pre-
miers stades. Il n'y apparaît faiblement qu'au stade cœur et sa
teneur augmente par la suite. Par contre, l'acide indolacétique et les
deux cytokinines sont présents à tous les stades. Leurs teneurs les
plus élevées se retrouvent au stade globulaire, puis elles diminuent
au cours des stades suivants. La zéatine reste pratiquement stable
pendant les différents stades étudiés. Dans la seconde partie, l'effet
de l'ArA, de Z et ZR a été étudié sur le taux d'embryogenèse à par-
tir de staminodes de boutons floraux immatures. Les résultats ont
montré que Z et ZR ont tendance à augmenter le taux d'embryoge-
nèse par rapport au milieu témoin, chez les deux clones (CC 256 et
R 106) de cacaoyer étudiés.
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Analyse du polymorphisme des
prolamines de grains de vitroplants
de triticale (x- Triticosecale Wittmack)
par SOS-Page
M. T. Vacoubï1
F. Chibani2
E. Zid3
Les profils de la fraction alcoolo-soluble des protéines de réserve
(prolamines) extraites de grains de vitroplants de triticales sont ana-
lysés par SOS-Page. Les vÎtroplants sont obtenus par régénération
d'embryons matures de 3 variétés-mères (TCL8, 13 et 109). Les
grains sont prélevés sur les descendants de première génération de
ces vitroplants cultivés au champ. Pour chacune des variétés-mères
et des vitropJants correspondants, les profils électrophorétiques sont
établis sur le grain entier (10 à 20 répétitions). L'analyse des profils
est basée sur l'existence et la position des bandes constitutives du
profil, par comparaison à une bande commune répertoriée chez la
majorité des individus étudiés. Sur le plan quantitatif ne sont prises
en compte que les bandes détectables, relativement à un seuil donné
en % sur le densitogramme. L'analyse, effectuée sur la matrice de
données obtenues par ce procédé, a permis la mise en évidence de
1 Laboratoire d'Écophysiologie végétale, INRGREF, rue Hédi Karray,
BP 10, 2080 Ariana, Tunisie.
2 Laboratoire d'Adaptation et d'amélioration des plantes, INRST, BP 95,
2050 Hammam-Li!, Tunisie.
3 Laboratoire de Physiologie végétale, FST, campus universitaire, 1060
Tunis, Tunisie.
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4 groupes majeurs de polypeptides (A, B, C et Z), comme déjà men-
tionnés par Hesemann et Günther (1998). Chaque groupe de vitro-
plants, ainsi que les variétés-mères correspondantes, sont caractérisés
par des profils qui diffèrent par la présence/absence, l'intensité et
l'emplacement de certaines bandes. Le pourcentage de bandes dont
la position a été modifiée par rapport à celle de la variété-mère varie
de 41 à 55 % et témoigne d'un polymorphisme considérable des pro-
lamines des grains de triticale. Ce phénomène peut être attribué à la
variation somaclonale consécutive à une aneuploïdie ou à des réar-
rangements structuraux de gènes ou de régions chromosomiques.
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1Moleeular evidenee of true to type
propagation of a 3 year-old tree
trough somalie embryogenesis
in Picea abies (L.) Karst
Harvengt1
1. Reymond1
F. Canlet1
M. Pâques1
Somatic embryogenesis is a potentially very powerful technics to
achieve high scale multiplication of interesting clones. But until
recently, its use in conifers was restricted to uncharacterized geno-
types because of the impossibility to initiate somatic embryos from
everything else than immature (or sometimes mature) seeds. Afocel,
as sorne other groups, worked on a new process allowing initiation
from old selected tree. Until now, molecular evidence of the confor-
mity of regenerated plants was scarce. We present here results of
molecular investigation of the confonnity of primary and secondary
embryo lines obtained through our patented system (patent n°
W09923874A 1). The plant material initiated from diverse kind of
explants from increasingly old donor plant, from 5 days-old seed-
lings to 3 years-old tree was multiplicated and grown following a
standard somatic embryogenesis protocol. DNA was extracted from
needles of plants growing in the field for 3 to 6 years. Sampling was
random with at least 3 replications for each material. Molecular tes-
1 Afocel, Ressources du futur, domaine de l'Etançon, F-77370 Nangis,
France.
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ting was done in a double blind test design. Microsatellite analysis
revealed a total homogeneity inside the plant material multiplicated
from the same ortet and identity to the ortet (confonnity to the
mother plant) while material from different ortet displayed highly
contrasted DNA profiles, showing the high resolution of the finger-
printing system used. The results are now beeing extanded to mate-
rial initiated from older trees. If similar, it would means that our
system allow the true to type multiplication of elite selected (old)
trees through somatic embryogenesis, giving in addition the possi-
bility to use the most perfonnant (field-tested) products of breeding
programs for genetic engineering.
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1Raccourcissement du cycle
de régénération du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) par clonage
de vitroplants
Paquier1
R. Letouze1
Dans le schéma classique de production d'embryons somatiques,
c'est le dôme apical d'un rejet prélevé à la base d'un palmier adulte
qui sert d'expiant mis en culture. Cette opération reste conditionnée
à l'existence de rejet et peut être limitée par le coût de certains rejets
qui peut s'avérer très élevé. Par conséquent, nous avons choisi de
mettre en culture des méristèmes de bourgeons végétatifs de vitro-
plants. Des embryons ont ainsi pu être obtenus sur un milieu de base
MS additionné de charbon actif 3 gll, de 2,4-0 100 mgll et d'IPA.
3 mgl!. Cette méthode permet de réduire la phase d'obtention des
embryons somatiques par rapport au schéma de production clas-
sique. Grâce à cette technique, les premiers embryons apparaissent
au bout de 3-4 mois sur les cals les plus évolués. Après 6 mois de
culture, 35 à 55 % des méristèmes, selon les variétés, ont permis la
formation de cals noduleux, précurseurs d'embryons induviduali-
sés. Ces structures n'apparaissent qu'après 8 à 9 mois de culture
lors de l'utilisation de dômes apicaux de rejets. Cette nouvelle
source d'expiant permet un gain de temps, 2 à 3 mois, par rapport
au schéma classique et permet également une disponibilité plus
importante du matériel végétal à moindre coût.
1 LRPV, 16 bd Lavoisier, 49045 Angers cedex 01, France.
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1Apport des biotechnologies végétales
au développement de la culture
de pomme de terre au Sahel.
Projet de production de plants
à partir de minitubercules
R. D. S. Sidikou1 D. Sihachakr1 D. Ellisseche4
S. Sirlf2 D. Lavergne1 B. Jouan4
B. Vanderhofstadt3 A. Nato1 G. Ducreux1
Dans le cadre d'un programme de recherche-développement sur la
pomme de terre au Sahel, un ensemble d'essais variétaux est mené
dans la sous-région sahélienne, plus précisément au Burkina Faso,
au Mali et au Niger, avec la collaboration du SOC International, de
l'Inra de Rennes et Ploudaniel, et de l'université Paris XI d'Orsay.
L'expérimentation de culture de minitubercules de pomme de terre
au Niger a été menée en collaboration entre l'université de Niamey
et l'Inran de Niamey. La culture s'est déroulée de novembre 98 à
février 99, pendant la saison fraîche et sèche. Suite à cet essai agro-
nomique, des recherches sur la mise en œuvre et la gestion de la
microtubérisation sont actueIJement menées au laboratoire de
1 Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, université Paris Sud,
91405 Orsay cedex, France.
2 Institut national de recherches agronomiques du Niger (Inran), BP 429,
Niamey, Niger.
3 SOC Intemational, 35 Ourystraat, 3320, Hoegaarden, Belgique.
4 Inra de Rennes, station de Pathologie végétale, domaine de la Motte,
BP 29, 35650, Le Rheu, France.
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Morphogenèse expérimentale d'Orsay, à partir de variétés tétra-
ploïdes choisies pour leur meilleure adéquation avec les conditions
de culture au Niger. 12 variétés ont été testées en culture irriguée
dans le but de comparer leur comportement au champ: pourcentage
de levée, vigueur de la végétation, rendements en tubercules (calibre,
nombre, poids, qualité). Ainsi, pour chaque variété, lOO minituber-
cules de calibres variant de 10 à 100 mm de diamètre ont été plantés
sur 2 parcelles, à raison de 2 répétitions d'une ligne de 50 minitu-
bercules. Les résultats montrent le meilleur comportement de cer-
taines variétés comme Kennebec, Togo. Au niveau de la mise en
œuvre et de la gestion de la microtubérisation conduite en condi-
tions in vitro, des études comparatives sont menées pendant 2 x 8
semaines de culture à l'obscurité et à 20 oC, sur 2 gammes de
milieux de tubérisation, d'abord avec une concentration en saccha-
rose variant de 20 à 120 gIl, puis avec une concentration en BAP
variant de 0 à 5 mg/\. Là aussi se dégagent les meilleures aptitudes
de certaines espèces telles que Kennebec, Désirée, Sahel. Les
microtubercules récoltés, calibrés, comptés et pesés, sont conservés
au congélateur pour subir des analyses biochimiques permettant
l'identification de marqueurs précoces de la tubérisation (peroxy-
dases, protéines solubles, activités enzymatiques).
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1Stabilité des régérants in vitro
chez le piment
S. A. Rous1
M. Boossaïd2
M. Marrakchï1
Dans le cadre des programmes d'amélioration des plantes, notre
laboratoire s'est intéressé à plusieurs espèces végétales les plus cul-
tivées en Tunisie et qui sont sujettes à des infections virales des-
tructives. Le piment, Capsicum annuum L., constitue l'un de nos
sujets d'intérêts. Pour l'obtention de variétés performantes, nous
avons opté pour la technique de la transformation génétique. Les
techniques de transformation génétique des plantes ne sont effi-
caces que si eUes passent par la culture in vitro. Pour ceci, nous
avons défini un protocole de régénération in vitro efficace et repro-
ductible sur des variétés tunisiennes de piment à partir de culture
d'embryons zygotiques matures (Arous et al., 1998). Néanmoins, il
s'est avéré que ce type de multiplication végétative pourrait induire
des variations somaclonales (Evans et Sharp, 1986) suite auxquelles
on peut observer des altérations des critères économiques de la
variété. Il a été donc nécessaire de vérifier la stabilité génétique des
vitroplants obtenus en procédant à une analyse statistique basée sur
lO caractères morphologiques: le taux de nouaison, la largeur et la
longueur de la feuille qui axile la première fleur épanouie, la lon-
gueur moyenne et le poids moyen des fruits, le nombre moyen des
graines par fruit, le poids moyen des graines, le diamètre moyen des
1 Laboratoire de Génétique, immunologie et biologie moléculaire, faculté
des Sciences de Tunis, campus universitaire, 1002 Tunis, Tunisie.
2 Laboratoire de Physiologie végétale, Insat, Echarguia, Tunis, Tunisie.
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fleurs et la longueur et la largeur moyennes des pétales. On a égale-
ment effectué une révélation de 9 systèmes enzymatiques sur gel
d'amidon: la POl, la SKDH, la PGM, la MDH, l'EM, les PRX, la
GOT, la 6PGD et l'ICD. L'étude a inclus 46 vitroplants, 25 plantes
témoins issues de semis et 24 plantes issues de la première généra-
tion d'autofécondation des vitroplants. Cette analyse a été effectuée
en utilisant la procédure Anova (SAS, 1990) : Analyse de la variance.
Les résultats morphologiques obtenus ne révèlent pas d'altération
des caractères agronomiques chez vitroplants ainsi que leurs descen-
dants. L'analyse isoenzymatique a également révélé des zymo-
grammes monomorphes. Cette stabilité nous permet de commencer
l'amélioration des variétés tunisiennes de piment par le biais de
transfert direct de gènes conférants la résistance aux maladies.
Posters
Embryogenèse somatique directe
de la luzerne
Lantcheva1 H. Trinh2
A. Barbulova1 S. Brown2
M. Vlahova1 A. Atanassov1
La luzerne (Medicago saliva) est l'espèce cultivée la plus impor-
tante à l'échelle mondiale comme source de protéine pour l'alimen-
tation de l'animal et comme source d'azote pour l'amélioration du
sol. L'espèce diploïde Medicago lruncalula est devenue un modèle
pour les études concernant les symbioses fixatrices d'azote et
mycorrhizale. La construction d'une carte génétique et physique du
génome ainsi que le séquençage systématique de banques cDNA
sont effectués dans le cadre d'un réseau international. Les
Medicago diploïdes qui sont des plantes autogames, annuelles et
possédant un génome de petite taille (2e 1 pg, soit 965.106 paires
de base), offrent des avantages pour la recherche génétique et molé-
culaire par rapport à la luzerne allotétraploide pérenne. Néanmoins,
il est nécessaire de développer des systèmes efficaces de régénéra-
tion et de transformation pour les espèces diploïdes et tétraploïdes.
Les systèmes d'embryogenèse somatique directe de la luzerne tétra-
ploïde Medicago falcala et diploïdes M. lruncalula cv Jemalong,
écotype R108-1, M. littoralis, M. polymorpha, M. murex sont éla-
borés. La réponse embryogénique est basée sur la capacité des cel-
lules d'explants de feuille et de pétiole à former directement des
embryons sur un milieu liquide d'induction contenant de l'auxine
1 Institut d'ingénierie génétique, Kostinbrod, 2232, Bulgarie.
2 Institut des sciences végétales, CNRS, av. de la Terrasse, 91198 Gif-
sur-Yvette, France.
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acide - 2,4- dichloroacelique (2,4D). Dans un autre système d'em-
bryogenèse somatique directe, la réponse embryogénique est basée
sur la capacité des explants (base de cotylédon et pétiole. hypoco-
tyle) à former directement des embryons sur un milieu solide d'in-
duction contenant du l-phenyl-3- (l,2,3,-thiadiazol-5-yl)- urée
(TDZ). Ces protocoles ouvrent la voie à l'étude des mécanismes
moléculaires et cellulaires fondamentaux de l'embryogenèse soma-
tique directe initiée par l'asymétrie de la première division cellu-
laire. Les plantes transgéniques de Medicago falcata et Medicago
truncatula sont utilisées pour obtenir des cultures embryogéniques
en suspension. L'expression de gènes rapporteurs, soit l'activité
glucuronidase clonée sous le contrôle de promoteurs de gènes spé-
cifique pour le cycle cellulaire soit le gène gfp, sont utilisées pour
l'étude de l'asymétrie de la première division cellulaire et de la
compétence embryogénique.
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1Tolérance à la déshydratation
des embryons somatiques
de palmier à huile
F. Aberlenc BertossP
N. Chabrillange1
Y.DuvaP
Le contrôle de la tolérance à la dessiccation des embryons soma-
tiques de palmier à huile a été étudié afin de penuettre la conserva-
tion sur le moyen-long tenue à température positive. Les embryons
zygotiques de cette espèce accumulent des quantités importantes
d'oligosaccharides, en particulier sous fonue de saccharose qui peut
atteindre 25 % du poids sec. Une accumulation d' ABA est observée
au début des phases tardives de l'embryogenèse qui est suivie par la
mise en place de la tolérance à la dessiccation de l'embryon. L'effet
de ces deux composés, le saccharose et l'ABA, sur l'aptitude à la
déshydratation des embryons somatiques a été étudié. Placés sur des
concentrations croissantes en saccharose, les embryons somatiques
présentent une augmentation de leur poids de matière sèche et une
dinùnution de leur teneur en eau. La survie à la déshydratation des
embryons traités au saccharose est significativement supérieure à
celle des embryons témoins. Après 4 heures de déshydratation les
embryons traités à la concentration de 240 g 1- 1 présentent un taux
de survie de 40 % pour une teneur en eau de 0.23 gH2ü g-I MS. Le
saccharose s'accumule dans les embryons jusqu'à 30 % du poids
sec. L'ABA, ajouté dans les milieux de culture aux concentrations
1 Laboratoire Genetrop, cenlre IRD de Montpellier. 911 av. Agropolis.
BP 5045, 34032 Montpellier cedex l, France.
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de 10 à 100 f..lM, provoque une légère déshydratation des embryons
et une augmentation de leur poids de matière sèche. Il améliore
significativement la tolérance à la déshydratation des embryons
somatiques. 24 % des embryons traités avec 25 f..lM d'ABA, survi-
vent une déshydratation jusqu'à une teneur en eau de 0.4 gH20 g-l
MS, contre seulement 4 % des embryons témoins. Si l'ABA et le
saccharose n'ont pas pennis d'induire une tolérance complète à la
dessiccation, équivalente à celle des embryons zygoliques, l'impli-
cation de ces facteurs a été mise en évidence au cours des étapes tar-
dives de l'embryogenèse somatique.
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1Contribution à l'étude des potentialités
morphogénétiques d'embryons
zygotiques du palmier dattier
(Phoenix dactylifera) (cultivar Kentichi)
R. Abid'
S. Ammar'
N. Elloumi2
La multiplication des sujets intéressants chez le palmier dattier
(Phoenix dactylifera) s'effectue par voie végétative au moyen des
rejets produits à la base du stipe. Ce mode de propagation s'avère
très limité en raison du nombre restreint de rejets formés. Régénérer
facilement le palmier dattier par les teclmiques de cultures de tissus
constitue donc une méthode importante pour cette espèce végétale.
L'embryogenèse somatique constitue une vitrométhode efficace
pour la production massive en plants de qualité du palmier dattier.
Nous avons essayé dans une première étape de comparer l'effet de
2 auxines: le 2,4-D et l'ANA sur l'introduction de la callogenèse à
partir d'embryons excisés. Après 5 semaines de culture, des cals
embryogènes ont été obtenus en présence du 2,4-D à 10 mg/l, tan-
dis que l'ANA favorise Je développement de cals organogènes.
Dans une seconde étape, la détermination des concentrations opti-
males pour l'induction de cals embryogènes a été réalisée. Diverses
réponses morphogénétiques ont été enregistrées en fonction de la
nature et de la concentration des substances de croissance utilisées.
1 Faculté des Sciences de Tunis, Tunisie.
2 Institut national de recherche agronomique de Tunis (Inrat), Tunisie.
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En effet, sur le milieu de Murashige et Skoog (1962), l'embryon
excisé développe une jeune plante normalement constituée alors
que le développement de la partie aérienne ou racinaire est affecté
en présence d'une cytokinine (2iP ou BAP). La présence du 2,4-D
additionné ou non d'une cytokinine donne naissance à un cal
embryogène.
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1Micropropagation in vitro du bananier
(Musa sp.) cultivar Grande Naine
Guédira1
A. B. Chlyah1
Z. TriquP
H. Chlyah1
Des apex végétatifs, des bourgeons axillaires et des apex floraux sont
isolés à partir de rejets de bananier cultivar Grande Naine et utilisés
pour la micropropagation. Les explants sont désinfectés par immer-
sion dans une solution de NaOcI 12° à 20 % avec du tween 20 pen-
dant 20 mn suivi par un rinçage et un flambage rapide. Cette
technique donne un taux de désinfection supérieur à 70 % pour les
bourgeons axillaires et voisin de 100 % pour les apex. Les apex végé-
tatifs et les bourgeons axillaires sont initialement cultivés sur milieu
MS additionné de plusieurs combinaisons auxines-cytokinines puis
repiqués, durant le premier mois sur milieu frais contenant des anti-
oxydants (charbon actif à 2 g/l ou acide ascorbique à 100 mg/l). Les
pousses apparues peuvent être multipliées sur nùlieu MS avec la
BAP à 5 mg/l avec un taux voisin de 5 bourgeons/expIant/mois.
L'allongement et l'enracinement sont réalisés sur milieu MS avec ou
sans ANA à 1 mg/l. Des pousses sont aussi obtenues à partir des apex
floraux et multipliées sur nùlieu MS avec 5 mg/l de BAP addition-
née de 2 mg/d'AJA. Le sevrage et le transfert au champ des pousses
enracinées s'effectue sans difficultés.
1 Laboratoire Physiologie végétale, département de Biologie, faculté des
Sciences, BP 1014, Rabat, Maroc.
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1Changement de la teneur
en polyamines au cours de
la régénération par embryogenèse
somatique chez le jojoba
(Simmondsia chinensis (Link) Schneider)
Hamama l -2
M. Baaziz2
R. letouzé1
Le jojoba (Simmondsia chinensis), petit arbuste oléagineux des
régions désertiques, est réputé pour la cire liquide contenue dans ses
graines aux propriétés remarquables et aux utilisations variées (cos-
métologie, mécaniques ... ). Du point de vue écologique, le jojoba
contribue à la stabilisation des sols et à la lutte contre l'avancée des
déserts. L'exploitation sélective massive de cet arbuste, même dans
ses aires de répartition géographiques naturelles, est pratiquement
impossible. La propagation de génotypes d'élites face aux carac-
tères dioïque, allogame et polyploïde exclut la voie sexuée condui-
sant à une forte variabilité génétique de l'espèce ainsi qu'à des
rendements hétérogènes. Seule la propagation par culture in vitro
est susceptible d'apporter une solution aux problèmes. L'embry-
ogenèse somatique s'avère la méthode qui présente le plus haut
potentiel de régénération. Un protocole de régénération de jojoba,
1 Laboratoire de recherches en Physiologie végétale des pays de la
Loire, 16 bd Lavoisier, 49045 Angers cedex 1, France.
2 Laboratoire de Biochimie et amélioration des plantes (BAP), faculté
des Sciences-Semlalia, département Biologie, BP 2390, 40000
Marrakech, Maroc.
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via l'embryogenèse somatique indirecte à partir de tissus foliaires
prélevés sur des plantes entretenues en cycle clonai, a été mis au
point (Hamama, 1995). Le moment favorable pour le prélèvement
des explants foliaires aboutissant à l'obtention des embryons soma-
tiques a été détenniné durant le cycle clonaI. Parallèlement à cette
recherche, la teneur en polyamines endogènes libres a été suivie au
cours du cycle clonai et durant toutes les étapes de la régénération
par embryogenèse somatique. Les résultats obtenus chez le jojoba
corroborent l'importance des polyamines tant sur l'aptitude d'un
tissus à révéler son potentiel embryogène que sur l'évolution de la
formation des embryons somatiques.
Mots-clés: Jojoba - Embryogenèse somatique - Polyamines.
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1Acquisition d'une technique
de prélèvement de méristème
chez l'œuillet (Dianthus caryophyllus)
et le figuier (Ficus garica)
Hamza1
M. BenlaribP
La culture de méristème appelée encore culture d'apex offre
d'énormes perspectives tant fondamentales qu'appliquées (agrono-
miques). Cependant, diverses plantes qui se propagent par des pro-
cédés naturels sont infectés par les maladies (fongiques,
bactériennes et virales). La lutte contre ces maladies peut être
menée, soit par les méthodes classiques qui sont coûteuses et sou-
vent inefficaces, soit par les biotechnologies. D'une part, le déve-
loppement en culture in vitro des méristèmes permet l'obtention de
plants indemnes de maladies virales; d'autre part, les biotechnolo-
gies permettent des améliorations génétiques rapides en court-cir-
cuitant les longs cycles végétatifs naturels tout en conservant la
biodiversité végétale. Nous présentons un exemple pratique en
montrant comment il est possible de reconstituer des clones
indemnes de viroses à partir de pieds mères malades. Rappelons que
cette technique de pointe a été déjà mise au point par de nombreux
auteurs et chez plusieurs espèces végétales: il s'agit de la culture de
méristème, laquelle permet la régénération intensive de plants
exempts de maladies fongiques, bactériennes et notamment virales.
1 Laboratoire des Bases biologiques et de la production végétale, dépar-
tement des Sciences de la nature et de la vie, faculté des Sciences, uni-
versité Mentouri de Constantine, 25000 Constantine, Algérie.
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Enfin, l'emploi de cette méthode biotechnologique permettra sans
doute des améliorations quantitatives et qualitatives dans la produc-
tion, chez les espèces à multiplication végétative.
Mots-clés: Méristème - ln vitro - Viroses - Biotechnologies.
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1Adaptation de l'hybridation somatique
à la production rapide d'hybrides
intraspécifiques de pomme de terre
(Solanum tuberosum L.)
R. JadarP V. Lian3 G.Ducreux2
R. F. 1. Gerungan2 A. Ambroise2 D. Sihachakr2
C. Collonnier2
1. Fock2
A. Servaes2
D. Lavergne2
L' hybridation somatique intraspécifique peut se situer en aval des
programmes de sélection de pomme de terre pour combiner des
génotypes dihaploïdes sélectionnés et complémentaires afin de les
remonter au niveau tétraploïde (2 n == 4 x == 48), tout en maintenant
l'état hétérozygote indispensable à une bonne vigueur. Les hybrides
ainsi obtenus peuvent constituer de nouvelles variétés immédiate-
ment utilisables. Des expériences de fusion de protoplastes ont été
réalisées pour combiner ensemble 4 génotypes dihaploïdes de
pomme de terre (Aminca, Cardinal, Nicolas et BFI5). La sélection
et l'identification des hybrides somatiques sont basées sur la
vigueur et les différences morphologiques des plantes in vitro et de
celles élevées en serre. Parmi plusieurs centaines de plantes régéné-
rées, une cinquantaine ont été sélectionnées et identifiées comme
1 Institut agronomique et vétérinaire Hassan Il (IAVH), Rabat Institut,
BP 6202, Rabat, Maroc.
2 Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, université Paris Sud,
91405 Orsay cedex, France.
3 Institute of Vegelables and Flowers, 30 Baishiqiao Road, Beijing, Chine.
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hybrides somatiques par des analyses d'ADN en cytométrie en flux
et des isoenzymes, notamment les peroxydases (Prx), l'isocitrate
déshydrogénase (Idh) et le malate déshydrogénase (Mdh). Trans-
plantées en serre, les plantes hybrides ont une croissance vigoureuse
et un développement normal. Elles dépassent en hauteur les plantes
des clones parentaux, et sont toutes capables de produire des tuber-
cules. Elles présentent des caractères intermédiaires tels que la
forme et la couleur des feuilles et des tubercules en particulier. Les
tubercules hybrides dont l'un des parents est Cardinal ont la peau
rose intermédiaire entre la peau rouge de Cardinal et la peau jaune
des autres génotypes. De plus, des essais de microtubérisation en
milieu liquide ont montré une meilleure performance de tous les
clones hybrides somatiques obtenus par rapport aux clones paren-
taux respectifs.
Ces travaux ont été effectués dans le cadre de l'Action intégrée
franco-marocaine nO 981170/SVS, du Prad n° 98/9 et de la coopéra-
tion franco-chinoise PRA - BT99-01.
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Vers l'obtention d'une nouvelle
variété de fraisier par vitrovariation
Jemmalï1
N. Elloumi2
B. Karoui3
S. Bouzid3
Le clonage de bourgeons adventifs, issus d'une organogenèse
directe sur la partie médiane des stipules foliaires de la variété com-
merciale « Elsanta », nous a pennis d'obtenir un variant complète-
ment différent du parent d'origine. Isolé, multiplié et comparé à la
descendance issue de prolifération axillaire, le nouveau clone main-
tient ses caractéristiques phénotypiques de façon stable et perma-
nente jusqu'aux deuxième et troisième générations obtenues par
stolonnage naturel. Les vitroplantules de ce variant se multiplient et
s'enracinent beaucoup plus abondamment que leurs homologues
axillaires. Leur activité morphogénétique plus intense est aussi
accompagnée d'une plus grande activité peroxydasique. ln vivo, ce
nouveau clone se distingue par un pouvoir stolonifère qui dépasse
de 6 à 7 fois celui de la descendance axillaire. Il se caractérise aussi
par ses folioles plus larges et plus arrondis, son limbe de couleur
vert clair et tant bien d'autres différences qui nous serviront pour
l'établissement de la fiche variétale.
1 Inat, 43 av. Charles Nicolle, 1080 Tunis Mahrajène, Tunisie.
2 Inral, rue Hédi Karray, 2049 Ariana, Tunisie.
3 F8T, campus universitaire, 1060 Tunis, Tunisie.
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1La variation somaclonale
« mantled » chez le palmier à huile
(Elaeis guineensis Jacq.) : étude de
la méthylation de l'ADN génomique
... 671
Jaligot1
A. RivaP
T. Beulé1
S.Dussert1
E. K. Konan2
T. Durand-Gasselin2
J.-L. VerdeiP
Au cours du développement à l'échelle pilote du procédé CiradIIRD
de propagation c10nale du palmier à huile (Elaeis guineensis Jacq.)
par embryogenèse somatique, un phénotype variant a été identifié
panni les palmiers régénérants adultes. Environ 5 % des palmiers
provenant d'embryons somatiques montrent une anomalie lors de
leur développement floral, consistant en une féminisation des
organes mâles, nommée phénotype « mantled ». Sur la base des
caractéristiques phénotypiques de cette variation somaclonale
(hétérogénéité spatiale, instabilité temporelle) et de nos travaux
antérieurs sur la structure de l'ADN, l'hypothèse d'une altération
épigénétique de l'expression du génome a été proposée pour expli-
quer l'origine des variants. Afin d'étudier les relations entre la
variation somaclonale « mantled » et de possibles altérations du
niveau de méthylation de l'ADN génomique, deux approches com-
plémentaires ont été utilisées. Le dosage par HPLC des concentra-
1 Cirad-CP/IRD, laboratoire Genetrop, BP 5045, 34032 Montpellier
cedex 01, France.
2 CNRA SA, station principale de La Mé, 13 BP 989 Abidjan 13, Côte d'Ivoire.
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tions relatives de 5-méthyl-désoxycytidine (5mdC) a montré que le
taux de méthylation globale (TMG) de l'ADN dans les inflores-
cences immatures des régénérants anormaux est inférieur de 2 % au
taux mesuré chez leurs homologues normaux (TMG =26 % contre
28 %). Dans les feuilles de palmiers anormaux, cette réduction varie
entre 0,5 et 2,5 % (TMG = 20.8 % contre 22 % chez les régénérants
normaux). Entre Cals Compacts Nodulaires (CCN) et Cals à
Croissance Rapide (CCR), à partir desquels sont régénérés respec-
tivement 5 % et 100 % de plantules « mantled », la diminution est
de 4,5 % (TMG = 18,7 % contre 23,2 %). L'approche SssI-
Methylase Accepting Assay (SssI-MAA), basée sur la saturation
enzymatique des sites CG par des groupements méthyle, confirme
les résultats précédemment obtenus. Ces travaux préliminaires
démontrent l'existence d'une relation entre une hypométhylation de
l'ADN génomique, mesurée dans différents organes, et la variation
somaclonale « mantled » chez le palmier à huile.
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1La variation épigénétique
chez la betterave à sucre obtenu
dans la culture in vitro
J. S. KolodyajnaÎa1
Le but de ce travail est l'obtention de plantes régénérées in vitro et
l'analyse des possibilités de reproduction apomictique chez les
plantes cultivées. On a élaboré une méthode d'obtention de plantes
dans des conditions in vitro. Le pourcentage de régénération a varié
entre lignées. n y a une relation entre les génotypes et l'aptitude à
l'organogenèse. La régénération passe par une voie d'organogenèse
directe, c'est-à-dire sans formation de cals. Seules les lignées avec du
pollen stérile ont été incluses dans l'expérience. Puis, les plantes
obtenues in vitro ont été cultivées au champ et ont été reproduites en
l'absence de pollen. Nous avons remarqué un cas de reproduction
apomictique. Ce fait indique que l'embryon se forme à partir de la
cellule diploïde du sac embryonnaire. L'analyse cyto-embryonnaire
montre que l'embryon commence à se former avant l'éclosion des
boutons. La polysomatie (mixoploïdie) est la caractéristique de toutes
ces plantes. La polysomatie est la présence, dans les tissus, de cel-
lules avec différents niveaux de ploïdie en même temps. La culture
in vitro favorise la polyploïdisation ; elle augmente la probabilité de
formation des embryons à partir des cellules où les assortiments des
chromosomes sont 2n, 4n... Donc, grâce à la présence de clones, nous
avons la possibilité de travailler avec des plantes ayant le même
génotype; mais se distinguant car ayant des nombres différents de
copie du génome. On note également des différences d'expression au
niveau de la synthèse des izosymes, de la structure des fleurs et des
inflorescences, et un penchant pour la reproduction apomictique.
1 Institut de la cytologie et de la génétique, av. Lavrentyeva, 10, Novosibirsk,
630090, Russie.
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Aptitudes morphogénétiques
et capacités de prolifération des
tissus de l'olivier (D/ea europaea L.)
en conditions in vitro
Maalep
A. Chaari-Rkhlss2
A. Chelli-Chaabouni2
A. Triguj2
N. Drira1
En dépit de son importance socioéconomique pour plusieurs pays du
bassin méditerranéen, très peu de travaux sont publiés sur la micro-
propagation de l'olivier. Les recherches que nous avons effectuées
sur cette espèce ont conduit à la régénération de plantes selon de
nombreuses modalités de développement. Nous avons exploré les
possibilités que peuvent offrir les tissus et organes des phases jeune
et adulte: embryons immatures, d'une part, et portions de tige com-
portant un ou deux bourgeons axillaires, d'autre part. Les essais ont
été conduits sur plusieurs variétés tunisiennes performantes :
Chemlali de Sfax, Meski, Oueslati, Chemcheli ... Les conditions de
culture in vitro nous ont permis de mettre au point de nouvelles
méthodes de propagation très utiles toutes étroitement liées tant à la
composition du milieu de culture et à la nature de la source de car-
bone employées qu'à l'état physiologique des explants expérimentés.
1 Laboratoire de Physiologie végétale, faculté des Sciences de Sfax,
BP 802,3018, Sfax, Tunisie.
2 Institut de l'olivier, BP 1087, 3018, Tunisie.
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Les principaux types de morphogenèse obtenus sont les suivants:
- développement des explants axillaires en tiges feuillées. Celles-ci
sont découpées en nœuds, on procède ensuite au repiquage répété
de ces nœuds qui redonnent autant de tiges feuillées et le même pro-
cessus est réalisé plusieurs fois;
- néoformation directe de bourgeons sur les feuilles cotylédon-
naires sans aucune manifestation apparente de cals;
- prolifération de cals organogènes à l'origine de bourgeons et de
racines;
- apparition de structures simulant l'évolution du zygote et condui-
sant à la formation d'embryons puis de plantules.
., 675
676 ~ Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
1Étude de la floraison du
palmier dattier (Phœnix dactylifera L.)
en culture in vitro. Analyse des
potentialités morphogénétiques
des fleurs qui en sont issues
Masmoudi1
B. Meziou1
N.Drira1
Très peu de travaux sont conduits sur le palmier dattier pour induire
sa floraison in vitro sans que les fleurs obtenues ne soient jamais
exploitées pour l'amplification ou l'amélioration de cette espèce.
Dans l'esprit de cette double perspective, nous nous sommes inté-
ressés à l'étude du processus floral en culture in vitro, en choisissant
comme matériel végétal des souches bourgeonnantes issues de cul-
ture in vitro de feuilles prélevées sur plusieurs variétés de dattier,
ainsi qu'à l'analyse des aptitudes des fleurs obtenues in vitro à
réverser vers un fonctionnement de type végétatif. Le passage d'un
méristème de l'état végétatif à l'état reproducteur en culture in vitro
est accompagné d'une série de transformations morphologiques
affectant la pousse feuillée. Celles-ci se manifestent par l'initiation
de nombreuses petites feuilles assez allongées, le gonflement de la
région apicale de la pousse et enfin l'émergence d'une inflorescence
réduite à un axe floral unique, rarement ramifié, portant une ou plu-
sieurs ébauches florales. Cette inflorescence n'est pas enveloppée
1 Laboratoire des Biotechnologies végétales. faculté des Sciences de Sfax,
BP 802,3018 Sfax, Tunisie.
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dans une spathe. L'étude histologique de l'ontogenèse florale en
culture in vitro montre que le virage des jeunes pousses vers un
fonctiormement inflorescentiel concerne le méristème végétatif ter-
minal en entier et se traduit par un changement de sa structure ana-
tomique. En effet, des coupes transversales effectuées au niveau du
méristème végétatif montre que son passage à l'état floral n'affecte
pas sa phyllotaxie quant à la disposition des ébauches florales sur
l'axe inflorescentiel. L'analyse des capacités morphogénétiques des
inflorescences issues de culture in vitro révèle que le stade de diffé-
renciation florale est un facteur déterminant dans l'orientation des
tissus inflorescentiels induits in vitro vers les différentes voies mor-
phogénétiques connues à savoir : la rhizogenèse, la caulogenèse,
l'embryogenèse somatique et la réversion du méristème floral vers
un fonctionnement végétatif.
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1Modes de régénération du
palmier dattier (Phœnix dactylifera L.)
à partir de souches embryogènes
sélectionnées in vitro
R. MasmoudP
A. Nato2
D. Lavergne2
N.Drira1
Plusieurs méthodes de multiplication du palmier dattier ont été éla-
borées ces dernières années. CeJle relative à l'embryogenèse soma-
tique représente la forme parfaite du rajeunissement tout en ouvrant
la perspective d'une possible exploitation industrielle par le biais
des semences artificielles. Cette voie d'amplification est, toutefois,
tributaire de la nature des cals produits et de leur capacité à évoluer
vers la voie embryogène. L'identification précoce des souches com-
pétentes à l'embryogenèse somatique est rendue possible grâce à
l'étude de la PEPC (phosphoénolpyruvate carboxylase), enzyme
liée au métabolisme cellulaire, dans les cultures indifférenciées de
palmier dattier c.v Deglet Nour. La détection de l'activité PEPC
native sur gel de polyacrylamide après électrophorèse révèle la pré-
sence de 3 isoformes dans l'extrait des cultures embryogènes, tan-
dis qu'une seule isoforme est présente dans les cals non
embryogènes ce qui en fait une enzyme particulièrement intéres-
1 Laboratoire de Physiologie végétale. faculté des Sciences de Sfax,
BP 802,3018 Sfax, Tunisie.
2 Laboratoire de Morphogenèse végétale expérimentale, université Paris
Sud, 91405 Orsay, France.
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sante dans la détermination précoce, rapide et simple des souches
embryogènes. Ces souches dont les capacités de prolifération peu-
vent régresser rapidement au cours du temps rendent l'opération de
multiplication, chez de nombreux cultivars, tant difficile qu'incer-
taine. L'application de certaines conditions de l'environnement
physico-chimique peut déclencher, sur les embryons pris à un stade
précis de leur développement, de nouveaux cycles de multiplication
à travers les processus de l' organogenèse et de l'embryogenèse
somatique secondaires. Celles-ci sont à l'origine de plusieurs modes
de régénération dont la mise en évidence, l'identification et la des-
cription sont discutées grâce à une analyse détaillée des transfor-
mations histophysiologiques des tissus concernés.
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1Gynogenèse in vitro
chez le blé dur
M. Mdarhri Alaouï1
A. Chlyah1
H. Chlyah1
Dans le cadre de J'amélioration et de sélection du blé dur (Triticum
turgidum ssp durum), nous nous sommes intéressés à la production
de doubles haploïdes par gynogenèse in vitro. Notre objectif étant la
régénération de plantes haploïdes chlorophylliennes, il était néces-
saire d'évaluer et de définir les conditions et les facteurs qui déter-
minent l'aptitude à la gynogenèse. La culture in vitro d'ovaires non
fécondés de neuf variétés de blé dur a montré l'effet de plusieurs fac-
teurs sur la capacité gynogénétique. Tout d'abord, le génotype et le
stade de mise en culture jouent un rôle primordial. Par ailleurs, l'in-
térêt d'un prétraitement au froid et d'un régime d'éclairement parti-
culier a été démontré; de même l'impact du milieu de culture, de la
quantité de saccharose et de la concentration en 2,4-0 (acide 2,4
dichlorophénoxyacétique) s'est avéré détenninant. À partir de cette
première étude, toutes les plantes régénérées sont haploïdes et chlo-
rophylliennes; certes, l'amélioration et l'optimisation des divers fac-
teurs constituent actuellement l'objectif principal de nos recherches.
1 Laboratoire de Biologie végétale, département de Biologie, faculté des
Sciences de Rabat, BP 1014 Rabat, Maroc,
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Tubérisation in vitro
chez Xanthosoma sagittifolium
(macabo) cv blanc
Omokolo Ndoumou'
Les plantules de macabo (Xanthosoma sagittifolium) sont obtenues
par micropropagation directe sur millieu de Murashige et Skoog
(1962) additionné de 30 gll de saccharose, 4g/l d'agar (Sigma) et
5 /lM de BAP. Les cultures se font dans une enceinte où règne une
température de 25 oC et 16 h d'éclairement par jour. Les conditions
de tubérisation in vitro à partir des vitroplants ont été recherchées
sur un milieu de base contenant les élements minéraux de M et S et
en faisant varier soit la concentration d'ANA, de BAP ou du rapport
ANAlBAP, soit la concentration de saccharose, soit la thermopé-
riode et la photopériode. Les conditions thermopériodiques et pho-
topériodiques suivantes ont été testées t : jour long (JI) pour 16 h
d'éclairement et 8 h d'obscurité; jour court (Je) pour 8 h d'éclaire-
ment et 16 h d'obscurité et variation de la thermopériode pendant
les jours courts pendant 15 jours puis obscurité totale. L'étude de la
tubérisation dure 50 jours. Les tubercules sont obtenus en présence
de BAP 10 /lM ou 30 /lM et de saccharose 50 ou 80 gll. Le pour-
centage de plantes qui forment les tubercules est fonction des condi-
tions de cultures. n est plus élevé (69 %) en présence de 30 /lM
BAP et 80 g/l de saccharose en Jet. La photopériode et la thermo-
période n'empêche pas la tubérisation mais influencent la biomasse
des microtubercules par plante et l'aspect des tubercules et le
nombre. Les tubercules obtenus en JI sont plus petits (8-13 mg),
1 Université de Yaoundé, École normale supérieure, BP 47, Yaoundé,
Cameroun.
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plus nombreux (13-22) et ont un aspect verdâtre; en Je avec une
thermopériode de 25/21 oC les tubercules sont plus gros (17-23 mg),
moins nombreux (1-3) et ont un aspect jaunâtre. Lorsque les micro-
tubercules sont détachés des vitroplants et utilisés comme semence,
ils développent des plantules entières après 50 jours.
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1Germination des semences
de câprier (Capparis Spp) :
effet de l'acide gibbérellique,
du froid et du niveau de maturité
said2
F. Bani-Aameur1
La propagation du câprier par semis est confrontée à des problèmes
liés aux faibles pourcentages de gennination des semences. Dans le
but d'étudier l'effet de l'application de l'acide gibbérellique et du
froid sur la levée de la donnance des semences du câprier et de l' ef-
fet de la maturité sur la gennination des semences, on a observé le
pourcentage de germination sur des semences scarifiées mécani-
quement issues de fruits déhiscents et de fruits non déhiscents de
8 accessions. Ces semences ont été conservées pendant 6 mois soit
au froid (4 oC) soit à la température ambiante et traitées à )' acide
gibbérellique 1 ()()() ppm ou 0 ppm. Le facteur traitement est très
hautement significatif. L'application de l'acide gibbérellique à la
concentration de 1 000 ppm pendant 24 h a permis de lever la dor-
mance embryonnaire et d'améliorer le pourcentage de germination
de 54,5 % à 69,5 %. Le facteur maturité des semences s'est révélé
significatif pour les semences traitées à l'acide gibbérellique et non
significatif pour les semences non traitées. Avec l'application de
l'acide gibbérellique chez les semences issues de fruits déhiscents,
1 Laboratoire de recherche sur la variabilité génélique, université Ibn
Zohr, faculté des Sciences, BP 28/s, 80000 Agadir, Maroc.
2 Faculté des Sciences et Techniques, Gueliz-Marrakech, université
Cadi Ayyad, BP 618, 40000 Marrakech, Maroc.
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Je pourcentage de germination a été de 80,83 % contre 58,2 % chez
les semences issues de fruits non déhiscents. La conservation des
semences au froid est significative dans la triple interaction accession
x maturité x conservation. L'utilisation de semences issues de fruits
mûrs, combinée à l'application de l'acide gibbérellique 1 000 ppm et
à la conservation au froid pendant 6 mois nous a permis d'obtenir des
pourcentages de gennination avoisinant les 96 %.
Mots-clés : Acide gibbérellique - Capparis spp - Dormance -
Froid - Germination - Maturité - Semences.
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Les aquaporines et les protéines
de stres HSP peuvent-elles être des
marqueurs potentiels du flétrissement
provoqué par Ralstonia solanacearum
chez la pomme de terre?
M. L. Quashie1 G.Ducreux2
... 685
S. Trabelsi2
J. Bonnet2
D. Lavergne2
D. Sihachakr2
A. Nat02
Les techniques de production des plantes hybrides somatiques de
pomme de terre résistantes ou tolérantes aux attaques bactériennes
sont bien maîtrisées dans notre laboratoire (voir résumé de 1. Fock
et al.). Le but du travail est de rechercher, par le biais de tests pré-
coces et rapides, des marqueurs protéiques susceptibles de caracté-
riser ces hybrides dès le stade de vitroplants. Deux espèces, l'une
dite cultivée (Solanum tuberosum, cv BF 15), sensible et l'autre dite
sauvage (Solanum stenotonum), résistante aux attaques bacté-
riennes ont été choisies lors de notre travail. Ces deux espèces sont
aussi les parents utilisés par la production d'hybrides somatiques au
laboratoire. L'un des symptômes les plus caractéristiques des
attaques bactériennes étant le flétrissement, nous avons décidé de
nous intéresser à l'expression des aquaporines, protéines respon-
sables des mouvements d'eau et d'analyser l'expression des pro-
1 Université du Bénin, Lomé, Togo.
2 Laboratoire Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, univer-
sité Paris XI, 91405 Orsay, France.
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téines de stress HSP. La possibilité de disposer des anticorps mono-
clonaux de ces deux familles de protéines a permis une première
approche expérimentale par immunoempreintes (Western Blot). Le
résultat le plus original concerne la surexpression des aquaporines,
chez l'espèce sauvage Solanum stenotonum, résistante au flétrisse-
ment bactérien. Il semble aussi que chez la variété cultivée BF 15,
l'infection bactérienne provoque une nette diminution de l'expres-
sion des formes d'aquaporines.
L'insertion membranaire des aquaporines a été démontrée et c'est
au niveau des racines que les modifications les plus caractéristiques
sont observées. Ces résultats montrent que les aquaporines des vais-
seaux conducteurs ont directement affectées par l'attaque d'une tra-
chéobactérie et dont la principale conséquence est de limiter ou
arrêter les mouvements d'eau chez la plante sensible.
Les protéines de stress HSP sont accumulées très tôt et les tests
d'inoculation bactérienne ont permis de détecter de nouvelles formes
de HSP chez la variété sensible. Ces résultats sont encourageants et
les marqueurs choisis peuvent être des éléments complémentaires
des tests de caractérisation physiologique des hybrides obtenus au
laboratoire. Il serait aussi intéressant de rechercher les modifications
de l'expression de ces molécules cibles lors de l'acquisition de la
tolérance au stress salin (voir résumé de S. Trabelsi et al.).
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Systèmes de régénération
nécessaires à l'application des
biotechnologies chez la Patate douce
(Ipomoea batatas L.)
T 687
Sihachakr1 F. Vedel1
C. Collonnier1 D. Lavergne1
1. Fock1
A. Servaes1
G.Ducreux1
Les tubercules de Patate douce représentent une source alimentaire
importante pour des populations dans les zones tropicales. Étant
donné la structure hexaploïde de la Patate douce (2 n = 6 x = 90), le
processus de sélection nécessite la manipulation d'un très grand
nombre d'individus et l'utilisation de techniques de croisements
améliorés. De plus, les incompatibilités sexuées et la stérilité de cer-
tains génotypes et des hybrides rendent encore plus difficiles les
méthodes classiques de sélection. Ainsi, des techniques nouvelles,
notamment l'exploitation de la variation somaclonale, le transfert
de gènes par l'hybridation somatique et la transfonnation génétique,
peuvent être utilisées en conjonction avec les méthodes conven-
tionnelles. L'application de ces techniques nouvelles nécessite la
mise au point de protocoles reproductibles de régénération de
plantes en culture in vitro. Des régénérations de bourgeons peuvent
être obtenues à partir de culture de fragments d'organes, alors que
des difficultés apparaissent au niveau des cals secondaires notam-
1 Laboratoire Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, univer-
sité Paris XI, 91405 Orsay cedex, France.
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ment. Un protocole efficace d'induction de l'embryogenèse soma-
tique a été développé à partir de culture de bourgeons axillaires dans
un milieu riche en 2,4-dichlorophénoxyacétique (10 /lM) chez plu-
sieurs génotypes de Patate douce. Les cals embryogènes et leurs
potentialités de régénération ont été constamment maintenus depuis
plusieurs années par des repiquages successifs sur du milieu neuf.
Des protoplastes isolés à partir de suspensions embryogènes à capa-
cité de régénération élevée sont incapables de régénérer des bour-
geons. Ils se développent en cals friables non-embryogènes. Un
protocole alternatif de régénération de plantes à partir de culture de
protoplastes consiste à induire d'abord la formation de racines sur
des cals cultivés sur du milieu contenant 0,2 mg/l d'acide (-naphta-
lène acétique (ANA), puis la régénération de bourgeons à partir de
culture de ces racines néoformées sur du milieu avec 0,5 mg/l de
zéatine. Ces systèmes de régénération constituent une étape clé pour
l'application des biotechnologies destinées à compléter les
méthodes conventionnelles pour l'amélioration de cette plante.
Ces travaux ont été réalisés dans le cadre du contrat européen
n° ICA4-1999-30024.
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1Contribution à la culture in vitro
de l'arganier
Achairi1
R. Nouaim1
Ma. SerghinP
L'arganier (Argania spinosa (L) skeels, famille des Sapotacées) est
une essence forestière endémique du Sud-Ouest marocain parfaite-
ment adaptée aux climats semi-aride et aride. Sur le plan écono-
mique, l'arganier occupe une place importante grâce à ses usages
multiples. Sur le plan écologique, en plus de son rôle comme cou-
vert végétal et contre l'érosion du sol, l'arganier constitue le dernier
rempart contre la désertification. La régression des arganeraies
impose des programmes urgents de reboisement et donc une maî-
trise des techniques de multiplication et de propagation de l'arga-
nier. Dans le but de multiplier in vitro l'arganier, nous avons étudié
l'effet de deux milieux de culture, le milieu B5 de Gamborg et un
milieu de Murashige et Skoog modifié (MSM) en fonction des exi-
gences nutritionnelles de l'arganier, 3 explants d' arganier à savoir,
disques foliaires, sections nodales et fragments racinaires ainsi que
3 combinaisons de régulateurs de croissance (BAP à 2 mgll,
BAP/ANA à 2/07 mgll et 2,4 DD à 0,3 mg/l). L'addition de BAP
seule active la croissance cellulaire des 3 types d'explants utilisés et
induit une callogenèse de 100 % après 20 jours de culture. En pré-
sence de ce régulateur de croissance, le meilleur taux d'organoge-
nèse de type caulinaire (70 %) a été obtenu à partir des sections
nodales de plantules de 2 mois sur le milieu B5. Dans un ordre
1 Faculté des Sciences, BP 28/S, 80000 Agadir, Maroc.
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décroissant, l'induction de la callogenèse sur un milieu B5 est favo-
risée par la BAP, le 2,4-D et la BAP/ANA quand l'expiant est un
fragment racinaire et par le 2,4-D, la BAP et la BAP/ANA quand
l'expiant est un disque foliaire. Le meilleur taux d'enracinement a
été obtenu à partir de fragments racinaires en utilisant comme régu-
lateurs de croissance la BAP/ANA sur le milieu MSM.
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1Contribution à la production
de semences d'ignames cultivées
au Togo: essai de tubérisation in vitro
K. Odah1 K. Tozo1
A. Aidam1 M. Y. Gumedzoe3
Y. Akogo1 K. Akpagana2
L'igname est la plante nourricière par excellence de millions de per-
sonnes en zone tropicale où elle représente 12 % de leur alimenta-
tion de base (Coursey et Martin, 1972). Sa teneur en protéines, 2 à
3 fois supérieure à celle du manioc et de la patate douce, en fait un
aliment de choix. Toutefois sa production est limitée par des
contraintes agronomiques, phytosanitaires et génétiques qui entra-
vent sa disponibilité. En outre, les planteurs sont souvent confron-
tés à la pénurie des semences due à la conservation, à la méthode
traditionnelle de plantation par minifragmentation et aux anomalies
climatiques. En vue de résoudre ce problème de pénurie, nous
avons étudié la possibilité de produire in vitro des nùcrotubercules
de certaines variétés locales d'igname. Les résultats obtenus indi-
quent que, dans certaines conditions, on peut induire une tubérisa-
tion précoce des vitroplants. À 6 % de la teneur en sucre du milieu
de culture et sans phytohormone, on obtient 87,50 % de formations
tubéreuses avec un nombre moyen de un microtubercule par plan-
1 Laboratoire de Physiologie et biotechnologie végétales. faculté des
Sciences.
2 Laboratoire de Biologie et d'écologie végétales, faculté des Sciences.
3 Laboratoire de virologie et biotechnologie végétales, ESA, université
du Bénin, BP 1515, Lomé, Togo.
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tule pour Diosocorea cayenensis-ro/unda/a, variété « kra/si» après
3 mois de culture et 55,55 % pour D. a/a/a, varitété « agha ». Les
microtubercules, les bulbilIIes et les rninitubercules produits peu-
vent servir à produire des individus élites qui seront utilisés comme
matériel de plantation l'année suivante.
Mots-clés: Igname - Semences - Vitroplants - Microtubercules -
Minitubercules - Bulbilles - Individus élites - Teneur en sucre -
hytohormone.
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Analyse de la tolérance à la salinité
chez des descendances
de plantes gynogénétiques d'orge,
Hordeum vu/gare, régénérées
en conditions de stress salin
M. SibP
A. KobaissP
La culture in vitro de tissus gamétophytiques peut être source d'une
variabilité plus marquée que celle de tissus somatiques. Peut-on, par
adjonction d'agents stressants lors de la régénération, favoriser l'ap-
parition de variants plus tolérants à ces agents et présentant une
hérédité de ces caractéristiques ? La régénération, après gynoge-
nèse (G) chez l'orge H. vu/gare, a été effectuée avec stress salin (S)
ou sans (0). Les adjonctions de sel dans le milieu de culture ont été
de 0,5, 10, 15 gIl, amenant à des « séries» d'haploïdes doublés GO
(gynogenétiques témoins), GS5, GS 10, GS 15, etc. Les descen-
dances (R2), issues de la 2e autofécondation des haploïdes doublés
(RO), ont été comparées aux témoins « classiques » (T), quant à
leurs potentialités de tolérance vis-à-vis de la salinité. Les tests ont
été effectués par arrosage des plantes, enconditions de croissance
standardisées, avec une solution nutritive contenant de 0 à 20gll de
sel (par incrément de 5 g) ; ils ont porté sur les séries: T, GO, GS5,
etc., dont une série pour laquelle l'eau d'arrosage de la plante paren-
tale RI co ntenait 10 gIl de sel (GS 5/10). Les essais, d'un effectif
de 6 plantes par catégorie pour chacune des 2 répétitions, montrent
1 Laboratoire d'Amélioration génétique et biotechnologies. Ensaia,
2 av. de la lorêt de Haye, BP 172, 54505 Vandœuvre. France.
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que jusqu'au 22e jour en condition de traitement, l'arrosage avec
5 gIJ de sel stimule sensiblement la croissance des séries GS, issues
d'in vitro, mais n'agissent pas sur les 2 types de témoins (T et GO).
Au-delà de cette phase, l'arrosage avec 20 gIJ de sel entraîne la mor-
talité de 50 % des effectifs, à 33 jours de traitement pour T et GO et,
après 45 jours pour GS5 et GS51l O. Quelle que soit la dose de sel,
le matériel GS survivant développe précocement des épis. La pro-
portion de plantes viables et leur biométrie (production en grains,
etc.), montre un impact positif de la régénération en conditions de
stress salin après gynogenèse et le maintien d'une expression accrue
de la tolérance à la salinité à cette génération R2.
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1Induction de la résistance des plantes
aux maladies et biotechnologies.
Le cas du flétrissement bactérien
de la tomate au Congo
Nsika Mikoko1
J. P. Makita Madzou1
A. Tsoumou Gavouka1
La tomate cultivée Lycopersicon esculentum introduite et cultivée
depuis des décennies au Congo n'a jamais fait l'objet d'une améliora-
tion suivie et menée à terme, surtout dans le sens de la lutte contre les
maladies ; particulièrement le flétrissement bactérien provoqué par
Ralstonia solanacearum (ex Pseudomonas) qui cause des dégâts très
importants dans les cultures. Les méthodes d'amélioration classiques
n'ont pas permis d'obtenir des résultats qui satisfont aux exigences de
la culture pendant plusieurs générations : force est aussi de constater
que l'amélioration est une tâche permanente, les variétés créées
n'étant pas à l'abri d'éventuels modifications dans les génomes des
agents pathogènes. L'utilisation des biotechnologies, particulièrement
la variation somaclonale obtenue par la mise en culture des tissus in
vitro, associée à une pression de sélection exercée par l'inoculation des
bactéries atténuées dans le cal avant la régénération a permis d'obte-
nir des plantes présentant une caractéristique nouvelle « la tolérance au
flétrissement bactérien ». L'analyse des descendances obtenues après
passage par autofécondation des plantes issues de régénération mon-
trent un maintien de cette caractéristique sur plusieurs générations.
Ce travail fait la synthèse de dix années de recherche sur le sujet.
1 Laboratoire de Phytopathologie, faculté des Sciences, BP 69, Brazzaville,
Congo.
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1Culture de tissus et induction
à l'embryogenèse somatique
chez le melon serpent (Fakous)
M. Hanana1
M. HarrabP
M. Boussaid2
Afin d'entamer l'amélioration génétique du Fakous tunisien par des
méthodes biotechnologiques, nous avons induit la néoformation in
vitro de plantes via une caulogenèse et une embryogenèse soma-
tique. Cette étape est primordiale pour tester les potentialités à la
régénération et les aptitudes aux transformations moléculaires de
l'espèce. Des explants hypocotylaires et cotylédonaires sont préle-
vés sur des plantules âgées de 2 à 13 jours et mis en culture sur le
milieu (Murashige et Skoog, 1962) additionné de différentes com-
binaisons et doses hormonales, 2,4-0 (0,5, 1, 1,5 mg/l), ANA (0,1,
0,5, 1 mg/l), 6BAP (0,1, 0,25, 0,5, l, 2, 3 mgll) ou Kinétine (0,5, 1,
1,5 mg/l). Les cultures sont transférées, régulièrement, sur des
milieux neufs faiblement enrichis en régulateurs de croissance. La
callogenèse de tous les explants est observée une semaine après la
mise en culture sur tous les milieux de culture testés.
L'organogenèse caulinaire parvient une semaine après le premier
transfert. Le pourcentage optimum de fragments caulogènes (75 %)
s'observe pour les hypocotyles âgés de 5 à 7 jours et cultivés sur le
1 Laboratoire Génétique et amélioration des plantes, Institut national agro-
nomique de Tunisie (Inat), 43 av. Charles Nicolles 1002 Tunis, Tunisie.
2 Laboratoire de Biotechnologie végétale, Institut national des sciences
appliquées et de technologie (Insat), centre urbain Nord Tunis, BP 676,
cedex 1080, Tunis, Tunisie.
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milieu MS additionné de 1,5 mgll 2,4-0 et 0,5 mg/I BAP (avec un
nombre moyen de bourgeons de 24). La capacité de rhizogenèse de
ces bourgeons n'a pas dépassé 17 %. L'obtention d'embryons soma-
tiques n'a été observée que sur un nombre limité de milieux
(1,5 mgll 2,4-0 et 0,5 mgll BAP, 0,5 mgll 2,4-0 et 1 mgll Kinétine,
et 0,1 mgll ANA et 1 mgll BAP). La plupart des embryons appa-
raissent au cours de la troisième semaine après la mise en culture
des explants. Une amplification de l'embryogenèse est induite après
transfert sur un milieu MS dépourvu de régulateurs de croissance.
Le nombre maximal d'embryons par cal est de 63. Le suivi de l'on-
togenèse des néoformations a montré que:
- les bourgeons adventifs sont initiés dans des zones périphériques
des cals nodulaires qui acquièrent une structure typique de méris-
tème caulinaire (dôme méristématique, primordium foliaire ... ) ;
- les cals embryogènes présentent à leur périphérie des zones méris-
tématiques avec des cellules embryogènes très caractéristiques
(cytoplasme dense, noyau volumineux, présence de grains d'ami-
don et paroi cellulaire épaisse).
Ces cellules se divisent et donnent naissance à des petits massifs
globulaires, cordiformes, puis des embryons cotylédonaires présen-
tant une structure bipolaire. La rhizogenèse et la transformation des
embryons en plantes entières ont été réussies sur le milieu de KNOP
dépourvu d'hormones. Le transfert en pots des différentes plantules
est réalisé. Nous suivons le devenir de ces obtentions pour les com-
parer aux plantes issues de semis.
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Multiplication végétative in vitro
du Sapin de Numidie, Abies numidica
Lebtahï1
N. Bougdoura1
Dans la perspective de conserver les ressources génétiques et de
procéder à l'amélioration de diverses espèces forestières rares et
menacées de dépérissement et de disparition, notre laboratoire a
jugé utile et important de lancer un programme de recherche en
matière de multiplication végétative in vitro. Le Sapin de Numidie
(Abies Numidica) est une espèce endémique des monts Babors. Elle
couvre actuellement une superficie de 300 ha seulement. Cette
espèce forestière qui figure dans la liste des plantes rares et vulné-
rables a été peu étudiée et peu utilisée dans les projets de reforesta-
tion et ce malgré son importance sylvicole et esthétique. En effet,
elle peut contribuer d'une façon notable à l'équilibre écologique par
des reboisements dans des zones à hautes montagnes, à la colonisa-
tion des terrains à sols calcaire les plus pauvres et à la protection et
à l'embellissement de l'environnement. Actuellement, l' extention et
la sauvegarde de cette essence devient l'une des préocupations
majeures du secteur forestier. Nos travaux sont menés dans ce but
pour mettre des méthodes de multiplication rapides d'arbres sélec-
tionnés comme élites et destinés à la création de parcs à clones. Les
travaux que nous menons au laboratoire concernent essentiellement
la micropropagation du sapin selon deux voies.
- La voie de l'organogenèse qui permet d'obtenir des bourgeons par
stimulation directe de l'expIant.
- La voie de l'embryogenèse somatique.
1 Institut national de recherche forestiere. BP37. Chéraga. Alger, Algérie.
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L'ensemble de nos expérimentations porte sur des séries de tests
recherche de milieux de culture favorables à la multiplication cellu-
laire et au bourgeonnement et de balances hormonales favorisant
davantage cette prolifération cellulaire et ce bourgeonnement. La
mise au point de cette technique nécessite l'expérimentation de plu-
sieurs types d'explants issus de sujets juvéniles et âgés.
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1Effet de l'acide abscissique en
fonction du stade de développement
des embryons irnmatures sur la
capacité embryogène des cals chez
le blé tendre (Triticum aestivum L.)
K. MzourP
M. Amssa'
S. ChkrounP
A. Rachid'
E. Bouiamrine' J. El AdoulP
Chez les céréales, les embryons immatures sont les explants les plus
largement utilisés pour l'obtention d'une plus grande quantité de
cals embryogènes. Cependant, ils doivent être prélevés à des
moments précis du développement de la plantule, ce qui crée une
contrainte supplémentaire pour l'expérimentateur. Dans ce travail,
notre objectif est d'améliorer la régénération in vitro de certaines
variétés chez le blé tendre et d'élargir l'intervalle d'utilisation des
embryons immatures même à des stades tardifs. Ainsi, nous avons
testé l'effet de l' addi lion de l' ABA à différentes concentrations (1 à
10 IlM) au milieu de callogenèse, à deux stades de développement
des embryons immatures, et de régénération. Pour cela, nous avons
choisi 4 variétés (2 présentent une mauvaise aptitude à la culture in
vitro et deux autres prises comme témoin). Le milieu de base utilisé
est celui de Murashige et Skoog (1962). Les résultats obtenus ont
montré que l'effet de l'ABA sur l'embryogenèse somatique dépend
principalement du stade de développement de l'expIant. En effet,
1 Laboratoire des Biotechnologies végétales, département de Biologie,
faculté des Sciences, université My Isma'Il, BP 4010 Béni M'hamed, Meknès.
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l'augmentation de la concentration en ARA (1 à 10 /lM) dans le
milieu de callogenèse supprime progressivement la germination à
des stades tardifs du développement des embryons (21 à 25 jours
après l'anthèse). Cette inhibition est associée à une augmentation du
nombre d'embryons produisants des cals embryogènes. Son effet se
reflète aussi sur le nombre de plantes régénérées par embryon. Par
contre, quand des embryons au stade précoce (10 à 14 jours après
l'anthèse) sont cultivés en présence d'ABA, une réponse négative
est observée en comparaison à des embryons au stade tardif. Le pas-
sage des cals pendant 10 jours sur un milieu contenant de l' ABA sti-
mule d'avantage l'embryogenèse somatique et la régénération.
Cependant, l'augmentation de la concentration en l'ARA (1 à 10 /lM)
dans le milieu de culture est défavorable pour la callogenèse et la
morphogenèse.
Mots-clés : Blé tendre - Embryons immatures - Embryogenèse
somatique - Stade de développement - ABA.
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1Apport des biotechnologies à la
micropropagation d'algues marines
d'intérêt économique
M. Rusig1
J. Cosson1
La culture in vitro de cellules offre de nouvelles stratégies de micro-
propagation pour les algues marines d'intérêt économique, dont les
stocks naturels sont insuffisants pour répondre à une demande crois-
sante de la part des industries de l'aquaculture. L'étude des modali-
tés d'obtention, de développement et de régénération de
protoplastes chez trois macroalgues marines, Enteromorpha intesti-
nalis CL.) Link, Porphyra sp. et Palmaria palmata CL.) Kuntze a été
réalisée. Les protoplastes d' E. intestinalis produisent rapidement
des thalles tandis que le développement des protoplastes de
Porphyra présente deux possibilités : différenciation directe en
jeunes plantules ou fonnation de cals qui libèreront ultérieurement
des cellules qui gennent en donnant le stade filamenteux,
Conchocelis. Actuellement, seule la régénération de la paroi a été
obtenue pour les protoplastes de Palmaria palmata. Différents sup-
ports ont été testés afin d'améliorer la fixation, la régénération et la
croissance des jeunes plantules chez E. intestinalis. Des immobili-
sations dans des billes d'alginate ont également été réalisées avec
succès permettant de constituer un stock de plantules offrant ainsi
des perspectives de production de semences artificielles chez les
macroalgues marines.
, Biologie el biotechnologies marines, phycologie, université de Caen,
BP 5186, 14032 Caen cedex, France.
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1La « domestication » des ignames
sauvages dans la sous-préfecture de
Sinendé : savoirs locaux et pratiques
endogènes d'amélioration génétique
des Dioscorea abyssinica Hochst
N. Baco1
S. Tostain1
O. Daïnou1
C. Agbangla1
L'objectif général de cette étude a été de faire ressortir les particu-
larités socio-économiques de la production d'igname dans 5 terroirs
de la sous-préfecture de Sinendé (département du Borgou, répu-
blique du Bénin) et de tester, pour de futurs programmes de
Recherche-Développement, l'utilisation des savoir-faire locaux
dans la domestication des ignames sauvages (appelés « dika » en
Bariba) et dans la conservation des variétés locales.
L'étude menée auprès de 150 chefs d'exploitation (30 par terroir) a
permis de dénombrer 62 domesticateurs dont 21 continuent actuel-
lement l'ennoblissement des ignames. Ils prélèvent plusieurs géno-
types sauvages dans l'environnement immédiat des champs puis ils
font subir aux tubercules des traitements particuliers (pose d'un
obstacle dans les buttes et double récolte) pendant au minimum
trois années.
1 Laboratoire de Génétique. 08 BP 538 Tri postal. Cotonou. république
du Bénin.
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Les projections des 72 variétés cultivées par les 150 paysans et de
JO caractères variétaux dans le plan des axes 1 et 2 d'une analyse
factorielle des correspondances montre que les variétés obtenues
après domestication de D. abyssinica sont des variétés, à double
récolte, très bonnes à bouillir, avec 1 à 2 tubercules, difficiles à
conserver, sensibles à Heteroligus et le plus souvent femelles.
La domestication est l' œuvre de paysans voulant pérenniser et
maintenir d'anciennes pratiques agricoles. Elle est aussi le choix de
paysans qui veulent obtenir une variété particulière, fruit de leur
curiosité.
La diversité variétale, en dépit d'une disparition de 4 clones,
demeure encore importante dans les 5 terroirs. 72 variétés du com-
plexe D. cayenensis-D. rotundata ont été recensées à Sinendé (23 %
femelles et 63 % mâles). 28 variétés ont plus de JO 000 buttes chez
les paysans, 44 sont produites marginalement (à comparer avec le
nombre de clones issus des 21 domesticateurs). Sur une superficie
moyenne de 1,25 ha (en moyenne 5 860 buttes sur 1 ha), chaque
exploitation dispose d'environ 12 variétés. Une variété a une grande
importance: c'est « Moroko » (de JO à 21 % des buttes dans les
5 villages).
Les paysans Bariba visent à assurer la pureté de chaque groupe
variétal: la plantation se fait par ligne et par variétés. Lors du stoc-
kage, les tubercules sont souvent conservés au champ dans des
« greniers» différents pour chaque variétés.
En plus des buttes ordinaires, 50 % des paysans font une ligne
médiane de buttes plus grandes ayant une signification culturelle, le
« Kpindoua ». Ce pourcentage ainsi que les cérémonies et les cultes
autour de la culture de l'igname ont régressé dans la sous-préfec-
ture. Le maïs et le coton concurrencent maintenant l'igname: le 1er
sur le plan alimentaire, et le 2e, sur le plan commercial bien que le
revenu procuré par l'igname soit 10 fois celui du coton (lorsqu'on
ne tient pas compte des pertes pendant la conservation, les pourri-
tures, les vols et les dons).
Une stratégie de conservation de la diversité génétique par une conser-
vation à la ferme et de création variétale par la sélection et/ou la
domestication des ignames spontanés issues de graines est proposée.
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Étude de quelques facteurs impliqués
dans la maturation des embryons
somatiques chez le Palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.)
M. El Bellap
J. Zouine1
N.Drira2
1. El Hadrami1
Chez le Palmier dattier, peu de travaux sont publiés en ce qui
concerne l'embryogenèse somatique et encore moins en ce qui
concerne la maturation et la germination des embryons somatiques.
L'enrichissement des milieux de culture par l'acide abscissique
(ABA) (10-6 à 10-7 M) se traduit par l'augmentation de la produc-
tion des embryons d'un facteur de 5 par rapport au milieu témoin
sans régulateurs de croissance. Les teneurs en protéines et en sucres
des embryons se développant sur le milieu ABA sont respective-
ment de 4 et 1,5 fois plus par comparaison au milieu témoin.
L'accumulation de ces paramètres biochimiques atteste d'une
meilleure maturation qui d'ailleurs peut être relevée sur « l'état
morphologique » des embryons traités par l'ABA. Des résultats
similaires ont été obtenus par des traitements au sorbitol et au poly-
éthylène glycol qui tendent à doubler le nombre d'embryons par
• Laboratoire de Physiologie végétale, Jeune équipe de recherche JER
3008 associée à l'AUF, département de Biologie, faculté des Sciences-
Semlaiia, BP 2390, 40001 Marrakech, Maroc.
2 Laboratoire de Biotechnologies végétales, faculté des Sciences de Sfax,
Sfax, Tunisie.
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tube de culture tout en assurant une accumulation des réserves et
une bonne maturation. Ici, l'accumulation des réserves protéiques et
glucidiques est concentration dépendante. Par ailleurs, ce travail a
montré que la germination des embryons est favorisée par l'addition
du charbon actif aux milieux de culture. Une bonne élongation raci-
naire est obtenue par l'apport de 500 mg.l- I de charbon. L'effet du
stress osmotique et du traitement par l'ABA sur l'accumulation des
substances de réserve durant la phase de maturation des embryons
sont discutés.
Posters
1Interaction Olivier-Psylle:
approches histocytologiques
et caractérisation des composés
phénoliques des sites d'attraction
N. Zouiten1
N. Ferriere2
A. HlIal3
1. El Hadramil
Le Psyl1e de l'Olivier (Euphyllura olivina Costa) est l'un des rava-
geurs causant des dégâts considérables dans les oliveraies du bassin
méditerranéen. Si la biologie de cet insecte suceur de sève est suf-
fisamment étudiée, il n'en est pas de même de l'interaction du
couple Olivier-Psyl1e. L'analyse histocytologique des jeunes
pousses et des boutons floraux de l'Olivier, sites d'attraction de l'in-
secte, a montré une richesse en réserves amylacées et protéiques.
De plus, les cultivars les moins attaqués tendent à accumuler moins
de réserves amylacées et plus de réserves protéiques par rapport aux
cultivars les plus attaqués. Par ailleurs, il a été mis en évidence en
comparant plusieurs cultivars des différences quantitatives impor-
tantes en termes de phénols. En effet, les tissus du cultivar Frontoïo
(le moins attaqué par le Psylle) sont environ deux fois plus riches en
1 Laboratoire de Physiologie végétale. Jeune équipe de recherche JER
3008 associée à l'AUF, département de Biologie, faculté des Sciences-
Semlalia, BP 2390, 40001 Marrakech, Maroc.
2 Laboratoire d'Histocytologie, Cirad, Montpellier, France.
3 Laboratoire d'Entomologie, Inra, Marrakech, Maroc.
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phénols que ne le sont ceux de Santa Catharina (cultivar le plus atta-
qué). Certains composés phénoliques tels que le 3,4 dihydroxyphé-
nyléthanol et l'oleuropéine s'accumulent massivement dans les
tissus les moins attaqués (4 à 5 fois plus) par rapport aux tissus les
plus attractifs vis-à-vis de l'insecte. La « résistance partielle» rele-
vée en plein champ et au laboratoire des cultivars d'Olivier au
Psylle pourrait être expliquée, pour le moins en partie, par leur dif-
férence en réserves amylacées et protéiques et par leur teneur en
phénols.
Posters
Caractérisation de marqueurs
ITlicroITlorphologiques et structurels
en relation avec l'efficacité
d'utilisation de l'eau chez le blé dur
H. Abbad1
S. El JaafarP
J. L. Araus2
La capacité d'une plante à survivre sous différents niveaux de défi-
cit en eau du sol dépend de sa capacité à réduire les pertes en eau à
travers les stomates et la cuticule. Les cires épicuticulaires, en mini-
misant ces pertes en eau après fermeture des stomates, augmentent
l'efficacité d'utilisation de l'eau par la plante. La composition ainsi
que la configuration du dépôt des cires, modifient fortement la per-
méabilité de la cuticule vis-à-vis de l'eau. L'objectif de cette étude
a été de détenniner moyennant la microscopie électronique, les rai-
sons structurelles des différences de conductance épidermique entre
des écotypes marocains de blé dur et de déterminer la relation entre
ces caractères micromorphologiques et l'efficacité d'utilisation de
l'eau (EUE). Six génotypes de blé dur originaires d'oasis et de
régions semi-arides marocaines et contrastés pour l'EUE ont fait
l'objet d'une étude en serre sous différents régimes hydriques
(60 %, 40 %, 20 % et 10 % de la teneur en eau du sol). Les para-
mètres suivants ont été mesurés et ont fait l'objet d'une analyse cor-
1 Laboratoire de Biotechnologie et amélioration des plantes, faculté des
Sciences, université Moulay Ismaïl, Meknès, Maroc.
2 Unitat de Fisiologia Vegetal, Departament de Biologia Vegetal, Facultat
de Biologia, Universitat de Barcelona, 08028 Barcelona, Espagne.
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rélalive : la biomasse sèche, l'efficacité d'utilisation de l'eau, la
densité stomatique, la surface foliaire et l'épaisseur foliaire de la
feuille étendard. Une caractérisation structurelle des cires épicuti-
culaires au niveau de la feuille étendard et de l'épi a été également
réalisée par microscopie électronique.
Posters
1Influence de la stabilité
membranaire sur la tolérance
à la salinité chez des variétés d'orge
C. Alem1
M. Labhilili2
A. Amri3
Dans les zones arides et semi-arides, la productivité et l'extension
des cultures sont souvent limitées par la salinité des sols et des eaux
d'irrigation. L'orge, bien qu'il ne soit pas considéré comme un halo-
phyte, tolère cependant d'importantes quantités de sel ; il peut
constituer une voie pour une meilleure valorisation des zones affec-
tées par ce stress. Dans le but d'obtenir des variétés d'orge tolé-
rantes à la salinité, il est important de rechercher des critères de
sélection qui sont liés à des facteurs impliqués dans la tolérance. À
côté des méthodes agronomiques et physiologiques, il est possible
de développer une approche moléculaire par le biais de l'utilisation
des marqueurs moléculaire afin de sélectionner des génotypes plus
tolérants au stress salin. La membrane cellulaire est le premier site
de l'interaction du sel avec la plante. Le maintien de sa stabilité
dans les conditions du stress salin est l'un des facteurs de tolérance.
Notre étude vise à étudier quelques facteurs moléculaires et géné-
tiques susceptibles de maintenir un bon niveau de stabilité des
1 Département de Biologie, faculté des Sciences et Techniques, Errachidia,
Maroc.
2 Département d'Amélioration génétique des céréales, laboratoire de
Biothéchnologie, Inra, Maroc.
3 lcarda, Alep, Syrie.
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membranes cellulaires dans les conditions de stress salin. L'étude
s'intéresse aussi à rechercher l'impact de l'état de stabilité des
membranes cellulaires sur quelques paramètres physiologiques sen-
sibles au stress salin. Six variétés d'orge marocaines ont été sou-
mises à diverses concentrations de NaCl/CaCI2. On a procédé au
suivi de l'accumulation des ARNm codant pour les déhydrines, de
la proline et de la composition ionique. La stabilité membranaire est
déterminée par la mesure de la quantité d'électrolytes libérés quand
la membrane est soumise à un choc osmotique. La photosynthèse
nette est évaluée à l'aide d'un Li.Cor 6400, La mesure de la fluo-
rescence induite a été effectuée à l'aide d'un fluoromètre portable
(Model SF30, Richard Branker Reasearcher LTD). Il ressort de
l'étude que l'accumulation des dehydrines, de la proline ainsi que
du calcium permettent une meilleure stabilité des membranes dans
les conditions de stress. Les résultats obtenus ont aussi permis de
mettre en évidence l'importance du maintien d'une bonne stabilité
membranaire pour le renforcement du caractère inclusif et le main-
tien d'une bonne activité photosynthétique sous les conditions du
stress salin. La stabilité membranaire ne semble par contre pas
influencer la sélectivité ionique et l'efficacité photochimique.
Mots-clés: Stress salin - Stabilité membranaire - Caractère inclusif -
Orge - Sélectivité ionique - Efficacité photochimique - Calcium -
Proline - Déhydrine.
Posters
1Utilisation de la proline cornme
indicateur de la sélection précoce
des variétés de blé dur
(Triducum durum Desf.)
G. Chaib1
M. BenlaribP
La teneur en proline est estimée dans différents organes de blé dur
(caryopses, grains en germination, 2e et 3e rang foliaire) sous diffé-
rents degrés d'alimentation hydrique: 75,0, 50, 42,5, 35,0, 25,0 et
12,5 % de la capacité au champ. L'étude a porté sur quatorze géno-
types de blé dur (Triticum durum Desf.) d'origines différentes:
locale et d'introduction. Les résultats obtenus montrent que la
teneur en proline est faible chez les caryopses et les graines en ger-
mination. Cette teneur augmente parallèlement à la diminution de la
teneur en eau dans le milieu de développement. L'évolution de cet
acide aminé durant les périodes de mesures nous a permis de clas-
ser les génotypes étudiés en trois groupes:
- le groupe de génotypes sensibles au manque d'eau présentant de
faibles quantités de proline ;
- le groupe de génotypes tolérants au manque d'eau accumulant
d'importantes quantités de proline ;
- enfin, un groupe intermédiaire de génotypes accumulant relative-
ment peu de proline.
1 Laboratoire de Physiologie végétale et amélioration des plantes, ISN
université de Mentouri Constantine, route Ain El Bey, Constantine
25000, Algérie.
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Les résultats de cette étude nous autorisent enfin à proposer la phase
de germination comme phase idéale pour la sélection précoce de
génotypes sur la base du test praline.
Mots-clés : Blé dur (Triticum durum) - Manque d'eau
Accumulation de la proline - Tolérance - Sélection précoce.
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1Évaluation de la stabilité de la
production en grains d'une collection de
blé tendre :comparaison des résultats
agronomiques aux résultats de quelques
paramètres agrophysiologiques
M. Ben Salem1
M. Deghais2
Dans le cadre de cette étude, nous avons voulu comparer la stabilité
de la production en grains d'une collection de blé tendre par rapport
aux résultats obtenus sur la base d'une évaluation agrophysiolo-
gique moyennant les paramètres jugés les plus pertinents en regard
des études antérieures. La collection est constituée de 23 variétés de
blé tendre représentant plusieurs types variétaux (anciens, intenné-
diaires et nouveaux) et plusieurs provenances (Tunisie, Maroc,
Icarda et Cimmyt). Elle comporte, en outre, les deux variétés de blé
dur les plus cultivées en Tunisie (Razzak et Karim). Cette collection
a été cultivée depuis 1995-96 dans deux stations de l' Imat : Béjà
(sub-humide) et le Kef (semi-aride supèrieur). Les paramètres agro-
physiologiques seront mesurés au cours de la campagne 1999-2000,
en plein champ, à la station de Béja, et/ou en conditions de
contraintes hydrique et calorique simulées. Ce travail sera réalisé
dans le cadre des activités de l'ARC « Biotechnologie et résistance
à l'aridité des céréales », financé par l'Uref.
1 Laboratoire de Physiologie végétale de l'inrat, France.
2 Laboratoire de Génétique des céréales de l'inrat, France.
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1Effet de la déficience nutritionnelle
sur la croissance et la respiration
du triticale (x-Triticosecale Wittmack)
N. Karray-BouraouP
S. Bouaouina2
E. Zid2
Dans la nature, les plantes se trouvent fréquemment confrontées à plu-
sieurs types de stress, telles que la sécheresse, la salinité, les hautes tem-
pératures et les carences nutritiOIUlelles. Ces stress abiotiques entraînent
des perturbations physiologiques, se manifestant globalement par une
baisse de la croissance. Les perturbations métaboliques conséquentes
peuvent se traduire par des modifications de l'intensité de la respiration.
Dans ce contexte, nous avons étudié l'effet de la déficience nutrition-
nelle sur la croissance et le métabolisme respiratoire du triticale, céréale
hybride entre le blé et le seigle. L'intensité respiratoire a été mesurée sur
des segments de feuilles et de racines par la méthode polarographique
(électrode de Clark). La dilution du milieu nutritif ne modifie pas la
croissance racinaire, mais entraîne une baisse de la croissance des par-
ties aérieIUles de l'ordre de 40 % par rapport au témoin. L'intensité res-
piratoire des racines et des feuilles est stimulée. Cette stimulation
intéresse les différentes voies respiratoires: phosphorylante sensible au
cyanure (KCN), alterne résistante au KCN et sensible à l'acide salicyl-
hydroxamique (Sham), et résiduelle résistante à l'association KCN-
Sham. Ces résultats suggèrent que la demande énergétique du triticale
est augmentée en milieu déficient en éléments minéraux et que le méta-
bolisme respiratoire de cette plante répond à cette demande.
1 Département de Biologie, faculté des Sciences de Bizerte.
2 Département de Biologie, faculté des Sciences de Tunis. Tunisie.
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Étude au cours de la photopériode
de l'influence d'un stress hydrique
sur le métabolisme glucidique
chez le blé dur
Z. LabbanP
M. BensarP
Le blé dur (Triticum durum Desf.) est l'une des principales res-
sources alimentaires pour l'homme. Sa culture est principalement
pratiquée sous des climats de type méditerranéen, caractérisés par
des sécheresses : celles-ci seraient responsables des pertes repré-
sentant 10 à 50 % de la collecte suivant les années. La production
végétale dépend beaucoup du métabolisme foliaire et du transfert
des assimilats vers les organes receveurs. Ceci ne peut être possible
que si les plantes cultivées disposent d'un état hydrique convenable
au déroulement des processus physiologiques et métaboliques.
Notre étude a porté sur 2 variétés de blé dur, l'une locale: Oued
Zenati 368 (OZ.368) ; l'autre introduite: Inrat 69, cultivées dans
des conditions contrôlées de température et d'éclairement et sou-
mises à un déficit hydrique au stade de remplissage des grains. Dans
les conditions hydriques normales, les 2 cultivars présentent des
variations semblables. L'activité enzymatique de la Saccharose
Phosphate Synthase (SPS) est maximale à 14 h ; d'où une synthèse
importante du saccharose. La translocation est grande à 12 h chez
les 2 génotypes. Sous contrainte hydrique, l'activité métabolique est
toujours maintenue chez les 2 cultivars testés; avec cependant une
1 Laboratoire de Biochimie végétale, département de Biologie, faculté
des Sciences, université Mentouri, Constantine. Algérie.
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stimulation plus importante observée chez la variété Inrat 69. Dans
les conditions déficitaires, Je stress hydrique induit une stimulation
plus précoce et plus rapide de l'activité métabolique. L'activité de
la SPS est maximale au cours de la 1re phase de la photopériode
pour les 2 cultivars. Le manque d'eau augmente l'effet « puits»
exercé par les grains. La translocation est très importante durant la
même période. Les 2 cultivars sont tolérants au déficit hydrique,
mais la variété Inrat 69 présente un comportement plus adaptatif
que celui de OZ.368.
Posters
1Relation entre vitesse
de croissance et sensibilité au sel
chez la lentille, Lens culinaris L.
M. LachaâP
A. Soltanï1
M. Hajji2
C. Grignon3
La sensibilité au sel de la lentille, Lens culinaris L., est explorée sur
onze populations provenant de diverses régions de la Tunisie. Des
plantes âgées de 3 semaines sont cultivées sous plafond lumineux
pendant 9 jours sur milieux liquides additionnés ou non de NaCI (50,
100 et 150 mM). Il apparaît une variabilité de la sensibilité au sel de
la production de biomasse et de la croissance moyenne relative
(CMR, calculée sur la matière sèche), notamment en présence de
NaCI 150 mM. Cette variabilité n'est pas liée à des différences dans
l'accumulation de Na+ et Cl-, mais plutôt à des vitesses de crois-
sance : les populations à développement végétatif et à croissance
rapide sont capables de diluer les ions toxiques et de reporter ainsi
l'accès au seuil de toxicité, ce qui leur confère une meilleure tolérance
au sel. La relation entre tolérance au sel et vigueur de croissance est
testée expérimentalement sur deux populations, en ralentissant leur
1 Institut national de recherche scientifique et technique, BP 95, 2050
Hammam Lif, Tunisie.
2 Département de Biologie, faculté des Sciences de Tunis, campus uni-
versitaire, 1060 Tunis, Tunisie.
3 Biochimie et physiologie moléculaire des pantes, Ensam-Inra, 34060
Montpellier cedex 1, France.
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vitesse de croissance. Des plantes âgées de 3 semaines sont transfé-
rées pendant 1 ou 2 mois sur un milieu contenant NaCI 10 mM ou
36 mM, tout en étant soumises à l'une des conditions suivantes des-
tinées à limiter la croissance: illumination réduite, température supra-
optimale et compétition inter-plantes. L'augmentation de la
concentration de NaCI de 10 à 36 mM réduit la CMR davantage
quand les plantes sont soumises à l'une des trois contraintes, par rap-
port aux traitements témoins. En présence de NaCI 36 mM, chacune
des 3 contraintes accroît l'accumulation de Na+ dans les feuilles, la
nécrose et le flétrissement de ces organes. Ces résultats confirment
que les glycophytes à croissance lente sont plus sensibles à la salinité
que ceux à croissance rapide.
Posters
Effets de la température et du sel
sur la germination du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.)
L. MhirP
s. Ammar1
A. Ben Abdallah2
Le palmier dattier occupe une place stratégique dans l'agriculture
oasienne et dans l'économie de la Tunisie. Sa culture exige un cli-
mat chaud et peu humide pour son bon développement. Par ailleurs,
la majorité des travaux réalisés sur le palmier dattier a été axée sur
la multiplication par culture in vitro et la lutte contre les maladies,
par contre la physiologie et la biologie de cette espèce n'ont été que
peu abordées vue les difficultés qu'elles rencontrent. Et sachant que
l'amélioration de la croissance et de la production d'une plante
exige des connaissances concernant son écophysiologie à savoir ses
besoins en eau, en éléments minéraux et son comportement vis-à-
vis des facteurs environnementaux. Dans ce cadre, le présent travail
a été réalisé sur la gennination, étape critique dans le cycle de déve-
loppement des végétaux, et l'action de la température et du sel sur
cette étape afin de détenniner les conditions optimales. Les résultats
de nos recherches montrent que: en ce qui concerne la température,
le meilleur pourcentage de la germination a été obtenu à 38 oC avec
une réduction du délai de germination; en ce qui concerne le sel, un
effet dépressif a été constaté au niveau du pourcentage de germina-
tion concomitant à une augmentation du délai de gemùnation.
1 Département de Biologie, faculté des Sciences de Tunis, Tunisie.
2 Laboratoire Biotechnologie Inrat Tunis, Tunisie.
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1Effet des stress hydriques (PEG)
et salins (NaCI) sur la germination
et la croissance in vitro de l'arganier
(Argania spinosa L. Skeels)
des Beni-snassen (Maroc oriental)
M. R.Tazï1
A. Berrichï1
B. Halouï1
Le présent travail se propose d'étudier l'effet du stress salin par le
chlorure de sodium (NaCI) et du stress hydrique par le polyéthylène
glycol (PEG) sur la germination et la croissance de l'arganier in
vitro en utilisant différentes concentrations. L'essai a été réalisé
dans une chambre de culture à température et à photopériode
contrôlées. Les graines dénudées ont été mises à germer dans des
tubes à essai sur milieu gélosé (Agar+ eau) ; en testant les concen-
trations suivantes: 0 ; 1 ; 3 ; 5 ; 7 et 9 g/l pour le NaCI et 0; 10 ;
15 ; 20 ; 25 ; 30 ; 35 et 40 g/l pour le PEG. Les résultats obtenus
sont comme suit:
-les concentrations de 0; 1 ; 3 et 5 g/l de NaCI n'ont pas montré de
différences significatives, cependant cette différence a été révélée
pour les concentrations 5 ; 7 et 9 gn de sel. Alors que pour la germi-
nation dans différentes concentrations de PEG ; une différence signi-
ficative a été décelée entre toutes les concentrations testées;
- concernant la croissance de l'appareil végétatif, les mesures de la
longueur de la racine principaJe et de l'axe de la tige ont montré des
1 Laboratoire d'Écologie végétale et d'aridoculture, département de Biologie,
faculté des Sciences, université Mohamed 1er, BP 524 Oujda, Maroc.
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différences significatives pour les différentes concentrations de
NaCI et du PEG ;
-l'analyse statistique a montré aussi qu'il y a effet du sel et du PEG
sur la production des biomasses aérienne et souterraine;
-les concentrations élevées du PEG et de NaCI se sont traduites par
de faibles pourcentages de genninations et à des temps de latence
élevés;
- du point de vue symptomatologie, lors du stress hydrique, les
plantules ont manifesté des dessèchements de la partie aérienne à
partir de 20 gll. Le rapport des longueurs racine sur tige a augmenté
avec les fortes concentrations.
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Production de biomasse
et acquisition de ressources ITlinérales
de quelques halophytes fourragères
en condition d'irrigation à l'eau de mer
N. SleimP
C. Abdelly1
Les intérêts des halophytes sont multiples. Cependant, un intérêt
particulier est accordé aux halophytes fourragères. Plusieurs don-
nées récentes montrent que le rendement quantitatif (matière sèche
produite par hectare et par an) et qualitatif (taux en protéines) de
certaines espèces irriguées à l'eau de mer est identique à celui des
plantes fourragères conventionnelles irriguées à l'eau douce. L'eau
de mer est actuellement utilisée dans plusieurs stations expérimen-
tales pour l'irrigation de ces espèces. Notre étude, inscrite dans le
cadre de cette approche, a porté sur deux halophytes fourragères :
Suaeda fruticosa, chenopodiacée locale assez fréquente dans les
étages bioclimatiques semi-aride, aride et désertique; et Spartina
alterniflora, graminée dominante dans les marais salins et les côtes
Est des USA. Nos résultats montrent que les deux halophytes
expriment leurs potentialités maximales de croissance à des doses
de sel comprises entre 100 et 300 mM. Néanmoins, elles sont
capables de survivre sur 800 mM NaCI. Pour tolérer les fortes sali-
nité, Suaeda fruticosa adopte une stratégie osmotique basée sur
l'accumulation vacuolaire de NaCI, alors que Spartina alterniflora
montre une forte aptitude à sécréter Na+ et CI- par ses parties
1 Laboratoire d'Adaptation et d'amélioration des plantes, INRST, BP 95,
2050 Hammam-Lil, Tunisie.
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aériennes (stratégie d'évitement). Cultivées sur eau de mer com-
plète ou diluée deux fois, les deux halophytes n'expriment que JO à
40 % de leurs potentialités maximales de croissance. Ce comporte-
ment traduit plus une limitation de la production de matière sèche
par la faible disponibilité de certains éléments minéraux dans l'eau
de mer qu'une action dépressive du sel sur la croissance. En effet,
l'enrichissement de l'eau de mer diluée deux fois par l'azote, le
phosphore ou par une solution nutritive complète permet à Suaeda
fruticosa et à Spartina altemiflora d'exprimer leur capacité maxi-
male de production de biomasse. L'accumulation du phosphore et
particulièrement de l'azote est également améliorée. L'analyse des
relations entre la croissance et les contenus tissulaires des parties
aériennes en ces deux nutriments montre que l'azote et à un degré
moindre le phosphore sont les seuls facteurs limitant la croissance,
en condition d'irrigation à l'eau de mer. L'ensemble des résultats
suggère la possibilité de l'utilisation des halophytes et de l'eau de
mer pour la production du fourrage dans des zones marginales for-
tement salées.
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1Utilisation des halophytes pour
la valorisation des zones marginales
et des eaux de qualité médiocre
C. Abdelly1
N. Sleirnï1
H. El Alrnï1
M. Zarrouk1
C. Grignon2
La salinité affecte de grandes surfaces et limite la productivité des
végétaux. Dans plusieurs régions du monde, cette situation est
aggravée par la raréfaction des réserves en eau douce. Le recours
aux ressources hydriques de qualité médiocre (eau saumâtre, eau
usée et même l'eau de mer) pour l'irrigation des cultures est devenu
inévitable. Cependant, la salinité de ces eaux dépasse souvent les
limites de tolérance de la plupart de nos cultures. Les acquis de l'ap-
proche biotechnologique qui consiste à améliorer la tolérance des
plantes cultivées demeurent encore limités compte tenu de la com-
plexité des mécanismes impliqués dans la tolérance des plantes au
sel. Les halophytes, plantes dotées des caractéristiques requises
pour tolérer le sel, semblent constituer un outil précieux pour valo-
riser les zones marginales fortement salées et les eaux de qualité
médiocre. Les intérêts écologiques et économiques de ces plantes
sont, en effet, multiples. Dans le cadre d'une étude écophysiolo-
1 Laboratoire d'Adaptation et d'amélioration des plantes, INRST, BP 95,
Hammam-Lil 2050, Tunisie.
2 Ensa-Inra, Biochimie et physiologie moléculaire des plantes (CNRS
URA 2133), 34060 Montpellier cedex l, France.
Posters
gique des aSSOcIatIOns végétales des bordures de sebkhas, nous
avons montré que les halophytes sont capables de dessaler et de fer-
tiliser le sol créant ainsi des micro-habitats favorables pour le déve-
loppement de plusieurs plantes arnlUelles sensibles au sel dont
principalement des Médics très appréciés par le bétail. D'autres
halophytes sont bien pâturées et contribuent directement à la valeur
pastorale des zones marginales. L'étude de leur réponse au sel dans
des conditions contrôlées a montré que ces plantes à potentialités
fourragères expriment leurs potentialités maximales de croissance à
300 mM NaCI ou en condition d'irrigation avec l'eau de mer diluée
deux fois. Enfin, des halophytes locales sont potentiellement utiles
pour la production d'huile. En effet, les graines de certaines espèces
se sont révélées particulièrement riches en lipides, 32 à 42 % de leur
poids de matière sèche. L'huile extraite peut être utilisée soit pour
l'alimentation humaine soit dans des applications industrielles.
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1Effet du stress hydrique
sur les plantules d'arganier
F. Bani-Aameur1
T. Bachri1
L'arganier (Argania spinosa L. Skeels) est réputé résistant à la
sécheresse, pourtant l'absence de régénération naturelle ou artifi-
cielle a souvent été attribuée à l'effet néfaste de l'aridité sur la réus-
site de transplantation et la croissance des jeunes plantules
d'arganier. Cette interprétation n'a pas été soutenue jusqu'à présent
par des résultats expérimentaux tangibles. Dans cette étude, on a
observé la hauteur et le diamètre des tiges de plantules d'arganier
soumises à des niveaux variables de stress hydrique pendant cinq
mois. Des plantules provenant de huit arbres sources des semences
différents élevées dans des conteneurs, ont ainsi été irriguées quoti-
diennement par cinq doses d'eau (0 ; 1/4 ; 2/4 ; 3/4 ; 1 capacité au
champ) à partir de l'âge de deux mois. Seul l'effet de la dose d'irri-
gation sur le diamètre est significatif. Par contre, les effets du géno-
type des arbres sources des semences, de la dose d'irrigation et de
la période de traitement ainsi que les interactions de la dose d'irri-
gation avec le génotype et avec la période de traitement sont haute-
ment significatifs pour la hauteur de la tige. En absence d'apport
d'eau, les plantules arrêtent de croître après un mois et se dessè-
chent complètement après deux mois. Certains génotypes sont plus
résistants au manque d'eau que d'autres. La croissance en hauteur
est maximale pour un apport d'eau d'une capacité au champ. La
croissance en diamètre et maximale pour un apport d'eau équivalent
1 Laboratoire de recherche sur la Variabilité génétique, université Ibn
Zohr. faculté des Sciences. BP 28/s 80000 Agadir. Maroc.
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à 3/4 de la capacité au champ. Avec un apport d'eau de 114 de la
capacité au champ, les plantules survivent mais ne croissent pas. La
croissance de cette catégorie de plantules reprend dès que l'eau
devient disponible.
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1Évolution des stades floraux de
l'arganier (Argania spinosa L. Skeels)
S. BenlahbiP
F. Bani-Aameur1
La pollinisation contrôlée est nécessaire à tout programme d'améliora-
tion génétique des plantes. Des progrès ont été réalisés dans la déter-
mination de la biologie florale de l' arganier, notamment la
détermination des stades phénoJogiques de la fleur et de la réceptivité
du stigmate. Celle-ci est maximale au stade fleur épanouie (FE).
Toutefois le fait que l'anthèse ait lieu dès le stade bouton floral (BF),
avec possibilité d'autofécondation, impose l'émasculation au stade BF
et la pollinisation plus tard au stade FE. Ainsi, le contrôle des croise-
ments nous oblige à déterminer la durée de l'épanouissement de la
fleur. Dans cette perspective, on a observé quotidiennement l'évolution
de 10 BF sur trois arbres jusqu'à leur déclin ou leur transformation en
fruits. Le facteur arbre, rameau, position de glomérule et les interac-
tions arbre x position de glomérule, rameau x position de glomérule ne
sont pas significatifs pour le nombre de jours écoulés entre les stades
BF et BFS (bouton floral avec style apparent), entre les stades BFS et
FE et pour la durée de vie de FE non fécondé. L'évolution du BF en
BFS s'effectue entre 10 et 12 jours. Par contre, un BFS évolue en FE
en deux à trois jours. La durée de vie moyenne de FE est de quatre
jours. Ainsi, un BF arrive à son état de réceptivité stigmatique maxi-
male entre 12 à 15 jours. Ainsi, une durée moyenne de 13 jours est
nécessaire entre l'émasculation d'un BF et sa pollinisation.
Mots-clés: Argania spinosa - Croisement - Pollinisation - Fleur -
Réceptivité.
1 Laboratoire de recherche sur la Variabilité génétique, université Ibnou
Zohr, faculté des Sciences, BP 2B/s BOOOO Agadir, Maroc.
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Diversité génétique dans les blés
oasiens et susceptibilité de tolérance
à la sécheresse
M. BenlaribP
Z. Bouziane1
Notre étude consiste à analyser la diversité biologique par rapport
aux caractères morphologiques et agronomiques de 14 génotypes de
blés oasiens (Trilicum vulgare var. inflatum (Flaks) vav) provenant
de la région d'Adrar. Les caractères étudiés se rapportent à l'appa-
reil végétatif, l'appareil reproducteur et au grain. À cet effet, les
plantes sont suivies durant tout leur cycle biologique, du semis à la
récolte du grain. Ainsi, 14 fiches descriptives sont établies sur la
base des recommandations de l'Upov (Union internationale de la
protection des obtentions végétales, 1990). Ces fiches englobent
une trentaine de paramètres caractérisant chaque cultivar. Les résul-
tats obtenus sont discutés par rapport à la durée des stades de déve-
loppement, à la contribution des caractères morphologiques à
l'élaboration du rendement et à l'adaptation à la sécheresse.
Mots-clés : Diversité biologique - Blés oasiens - Adaptation -
Sécheresse.
1 Université de Constantine, laboratoire des Bases biologiques de la pro-
duction végétale, Institut de biologie, 25000 Constantine, Algérie.
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1Sélection de modèles physiologiques
pour l'amélioration génétique du blé dur
en conditions de déficit hydrique
L. Brinis1
Un essai de blé dur comprenant 15 génotypes dont cinq autochtones,
le reste de provenance diverse, a été conduit sous des conditions de
déficit hydrique. Des tests prédictifs furent exécutés au stade plan-
tule ; l'objectif étant exclusivement centré sur la connaissance de
mécanismes physiologiques spécifiques à chaque génotypes. Cette
exploration passe en revue l'évaluation du statut hydrique, exprimé
par la turgescence cellulaire (RWC), la transpiration cuticulaire
(RWL), l'indice de sensibilité à la sécheresse et le potentiel hydrique
foliaire ; le statut énergétique (teneurs en chlorophylles et fluores-
cence chlorophylIienne) et le statut biochimique (accumulation d'os-
moticums). Les résultats obtenus ont permis de : caractériser les
génotypes étudiés à travers la nature et le seuil d'ajustement au stress
imposé; déduire que les génotypes n'expriment pas forcément une
tolérance au stress hydrique au moyen des mêmes traits physiolo-
giques : sélectionner enfin des modèles physiologiques sur la base
d'au moins trois marqueurs de tolérance au déficit hydrique sans por-
ter préjudice au niveau du rendement en grain. Les résultats qui seront
discutés dans le présent travail s'articuleront d'avantage autour du
concept des mécanismes adaptatifs chez le blé dur sous des conditions
de déficit hydrique. Ils offrent du reste une alternative privilégiée pour
le sélectionneur quant au choix des cultivars tolérants. Enfin, de part
son efficacité et la facilité d'exécution de certains tests, cette approche
constitue une proposition vers une démarche explicative justifiée dans
J'élaboration du rendement en conditions suboptimales.
1 Département de Biologie, faculté des Sciences, université Badji Mokthar,
BP 12, Annaba 23000. Algérie.
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1Comportement d'une variété
de Ponlmier (la Reine des Reinettes)
cultivée à haute altitude
dans la région de Seraïdi
S. DjeddP
A.SemadP
La distribution spatiale de la variété de Pommier « la Reine des
Reinettes» est très limitée dans la région, d'Annaba. Ainsi, nous
avons remarqué sa présence à haute altitude (800-1 000 m) au
niveau du massif de l'Edough (Seraïdi). Nous avons suivi l'évolu-
tion des différents stades phénologiques de la variété en question en
fonction des conditions de milieu, notamment les conditions clima-
tiques. La phase « floraison» par exemple s'étale de fin avril à mi-
mai, favorable pour les stades qui suivent : la nouaison et la
maturité des fruits. Les résultats de ce travail donnent à réfléchir
quant à la nécessité de multiplier des vergers de comportement au
niveau des différentes régions arboricoles, afin de bien faire le
choix de l'espèce et de la variété en fonction des conditions bio-
tiques et abiotiques du milieu.
1 ISN, université d'Annaba, 23000, Annaba, Algérie.
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1Accumulation ionique et tolérance
à la salinité chez la betterave à sucre
(Beta vulgaris L.)
C. Ghoulam1
A. Foursy1
K. Fares2
L'accumulation des ions et leur répartition ont été étudiées chez des
plantes de cinq variétés multigennes de betterave à sucre. Ces varié-
tés, fréquerrunent cultivées dans la plaine du Tadla, sont Zwaanpoly
(ZWP), Nejma (NJM), TOP, Kawemegapoly (KWS) et Desprez
poly (DPZ). La culture a été réalisée sous serre dans des pots en
plastique contenant du sable rincé et mélangé à la tourbe. Après un
mois de culture, quatre traitements salins (0 ; 50 ; 100 et 200 mM
NaCI) ont été appliqués pendant 30 jours. Les plantes ont été
ensuite récoltées pour le dosage des ions Na+, K+, Ca++, Mg++ et CI-
dans les différentes parties des plantes. Les résultats obtenus ont
montré que, chez toutes les variétés étudiées, le traitement salin a
induit une augmentation de l'accumulation des ions Na+ et Cl- dans
les racines et les feuilles des plantes. Cette accumulation est d'au-
tant plus forte que la concentration en NaCI est élevée. Par contre,
les teneurs en K+ et Ca++ ont été réduites par le traitement salin et
les fortes réductions ont été obtenues à la concentration 200 mM
NaCI. En outre, le rapport K+/Na+ a montré une forte chute, même
1 Département de Biologie, faculté des Sciences et Techniques, BP 618,
Marrakech, Maroc.
2 Département de Biologie, faculté des Sciences Semlalia, BP 2390.
Marrakech, Maroc.
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à la plus faible concentration en NaCI (50 mM). Quant aux ions
Mg++, une faible réduction a été observée. L'accumulation des dif-
férents ions est plus importante dans les feuilles que dans les
racines. Chez les deux variétés NJM et TOP, différentes par leurs
niveaux de tolérance à la salinité, les jeunes feuilles accumulent
moins d'ions que les feuilles âgées. Concernant ces dernières, les
teneurs les plus élevées en Na+ et Cl- ont été enregistrées dans le
limbe alors que les plus importantes concentrations en K+ ont été
observées dans le pétiole. Au niveau des feuilles, la variété NJM
semble accumuler plus d'ions que la variété TOP alors que, au
niveau des racines, c'est cette dernière qui en accumule plus confir-
mant encore qu'elle est moins tolérante à la salinité.
T 735
736 T Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
1Les palmeraies marginales
importance et potentialités
pour l'amélioration de la phoeniciculture
K. Majoughat1
M. Baaziz1
K. Bendiab1
Les palmeraies marginales sont des palmeraies situées dans les
limites de l'aire écologique du palmier. Elles sont généralement non
productives, du fait des températures relativement basses qui s'op-
posent à la maturation des fruits (le palmier nécessite des coeffi-
cients thermiques compris entre 3 700 et 5 000 OC). Aussi, la
coïncidence de cette phase avec la saison des pluies entraîne de nom-
breux dégâts. Ces palmeraies constituent un patrimoine génétique
très important. En effet, l'origine sexuée des palmiers en fait un
réservoir important de gènes. L'étude de la palmeraie de Marrakech,
en utilisant quatre marqueurs isoenzymatiques (peroxydases (PaX),
esterases (EST), endopeptidases (ENP) et glutamate oxaloacétate
transaminase (GOT), a permis de révéler une grande richesse géno-
typique du palmier dans cette région. Une quarantaine, environ, de
phénotypes électrophorétiques ont été identifiés. La présence de
pourcentages élevés de palmiers hybrides (khalts) (80 %), et de pal-
miers mâles (dokkars) (54 %) renseigne sur l'origine sexuée de cette
palmeraie. Des phénotypes isoenzymatiques de plusieurs variétés
connues ont été, également, mis en évidence. Cependant, leurs pour-
centages ne dépassent pas 2 %. Face à la forte dégradation de ce
patrimoine phoenicicole, des actions de sauvegarde doivent être pro-
granunées afin d'exploiter les atouts offerts par ces palmeraies.
1 Laboratoire de Biochimie et amélioration des plantes, université Cadi
Ayyad, faculté des Sciences Semlalia, BP 2390, Marrakech, Maroc.
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Les lignées isogéniques :
acquis en matière de validation
du rôle des caractères micro
et macromorphologiques dans la
tolérance des céréales à la sécheresse
L. QarianP
s. El Jaafaril
J. L. Araus2
La validation du rôle des caractères micro et macro-morpholo-
giques dans la tolérance des céréales à la sécheresse passe par la
mise en évidence de leur rôle effectif dans l'améJjoration du rende-
ment en conditions de déficit hydrique. Cette validation peut être
effectuée en créant des lignées isogéniques. Dans la pratique, l' ob-
tention de celles-ci se fait en réalisant des back-cross successifs
entre une lignée « donneuse» d'un gène favorable, et une Jjgnée
receveuse ou réccurente. Cependant, à cause des linkages et des
effets épistasiques et pléïotropiques, il est nécessaire parfois de faire
appel à plus d'une paire de parents. En l'état actuel des recherches,
la création de lignées isogéniques est réalisable principalement pour
des caractères morphologiques simples (glaucescence, pruine épi-
cuticulaire, barbes ... ) ; d'autres lignées isogéniques ont pu être
créées pour des caractères plus quantitatifs comme la hauteur de la
1 Laboratoire de Biotechnologie et amélioration des plantes. faculté des
Sciences, université Moulay Ismaïl. Meknès, Maroc.
2 Unitat de Fisiologia Vegetal, Departament de Biologia Vegetal, Facultat
de Biologia. Universitat de Barcelona, 08028 Barcelona, Espagne.
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plante. Nous illustrons dans cette communication, à l'aide
d'exemples de travaux réalisés par notre équipe ou par d'autres
chercheurs et utilisant des lignées isogéniques comme modèle, la
convergence de deux approches dans la validation du rôle de carac-
tères micro et macro-morphologiques dans la tolérance des céréales
à la sécheresse:
] - la démarche théorique qui consiste à se baser sur les connais-
sances physiologiques acquises sur ces caractères (transpiration,
efficacité d'utilisation de l'eau et de la lumière, photosynthèse, ... )
pour en déduire leur pertinence;
2- la démarche expérimentale qui consiste à rechercher les relations
existant entre le rendement ou certains indices exprimant la tolé-
rance à la sécheresse et l'expression de ces caractères.
Nous présenterons également quelques acquis dans le domaine de
l'utilisation de ces caractères dans des programmes d'amélioration
de la tolérance à la sécheresse chez les céréales.
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Caractéristiques physiologiques
et moléculaires liées à l'acquisition
de la tolérance au stress salin
chez la pomme de terre
S. Trabelsï1 O. Sihachakr1
J. Bonnet1 O. Ellouz1
O. Lavergne1 L. Lakhoua1
A. Nato1 G. Oucreux1
L'aridité édaphique provoquée par la salinité des sols, constitue une
contrainte majeure pour le développement de la culture de la
pomme de terre (solanum tuberosum L.). La présence de NaCI dans
le sol affecte la physiologie de la plante et entraîne des facteurs
limitants pour la productivité. L'introduction de caractères de tolé-
rance au stress salin a été obtenue par fusions chimiques interspéci-
fiques de protoplastes des variétés cultivées BF15 et Nicola avec
des espèces sauvages Solanum verneï et Lycopersicon pennellii.
Les hybrides somatiques issus de ces fusions ont été étudiés afin de
connaître leur niveau de tolérance au NaCI au cours de la crois-
sance. Les protéines clés, responsables de la gestion du carbone
(RuBisCo et PEPC), analysées sur des plantes cultivées avec un
apport de NaCl (3 g/l) subissent des modifications structurales.
Dans ces conditions, les activités catalytiques sont aussi affectées.
Les modifications de la RuBisCo sont attribuées à la proline, com-
posé accumulé lors du stress salin. Les variations des activités enzy-
1 laboratoire de Morphogénèse végétale expérimentale, bât. 360, univer-
sité Paris Sud XI, 91405 Orsay cedex, France.
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matiques de la NDPK responsable de la distribution du pouvoir
énergétique ont révélé que cette kinase appartiendrait à la voie de
signalisation du NaCI. Des polypeptides de 38 et 70 kDa apparte-
nant à la famille des protéines de stress (HSP) ont été détectés par
immunoempreintes. Les perturbations physiologiques observées
suite au traitement NaCI seront confortées par des expérimentations
sur l'expression des aquaporines (voir résumé M. L. Quachi et al.),
maillons clés lors de la gestion de l'eau par la plante dans sa régu-
lation hydrique suite au stress abiotique.
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Caractérisation des lignées
cellulaires tolérantes à NaCI
chez Triticum aestivum L.
et Triticum turgidum ssp durum
1. Zaïr1
K. SabounjP
M. Tittahsen1
A. Chlyah1
H. Chlyah1
Des cultures de cals initiées à partir de moitié d'embryon immature
de blé ont permis l'obtention de lignées cellulaires en présence de
concentrations élevées de NaCI. La comparaison des caractéris-
tiques biochimiques des cals embryogènes (CE) et non embryo-
gènes (CNE) ont révélé des différences dans les profils
polypeptidiques et enzymatiques. Les estérases de mobilité 0,19 et
0,23 ont été détectées chez les CE initiés en présence de 10 g/l de
NaCI. Les peroxydases de mobilité 0.31, 0,35 et 0,55 ont été rete-
nues comme étant spécifiques des CE en condition du stress salin.
L'analyse du profil polypeptidique a monté que le polypeptide
26 kD a été fréquemment observé chez les CE initiés en présence de
10 g/l de sel. Les capacités à former des embryons somatiques
typiques et à régénérer des plantes en condition de stress salin ont
été utilisées comme critères pour classer les douze variétés testées
en fonction de leur tolérance à la salinité. L'analyse de la variance
1 Université Mohammed V, faculté des Sciences, département de Biologie,
BP 1014, Rabat, Maroc.
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des caractères agronomiques et morphologiques des somaclones a
montré des différences significatives entre génotypes, et cependant
aucune différence significative entre les somaclones RO obtenus en
absence de sel et les somaclones RIO régénérés à partir des cals ini-
tiés en présence de 10 gll de NaCI. L'utilisation des tests de sélec-
tion (test de germination et Fluorescence de la chlorophylle) a
montré que la tolérance à la salinité des somaclones issues des
graines RO et RIO est nettement améliorée par rapport à celle des
plantes mères.
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Effet d'un stress salin
sur la germination, la croissance
et la teneur en ions K+/Na+
chez deux espèces de blé
N. Jbir1
S. Ammar1
A. Jemmali2
W. Chaibi1
A.Ayadï1
La réponse à la salinité (100 mM NaCI) a été étudiée chez deux
espèces de blé : Triticum durum var. BenBéchir et T. aestivum var.
Tanit, au cours de la germination et du stade juvénile. Les résultats
enregistrés révèlent que la variété Tanit est plus sensible que la
variété BenBéchir. La sensibilité de la variété Tanit se traduit par une
diminution plus nette de la capacité de germination et de la crois-
sance des plantules ainsi que par une accumulation de l'ion Na+ aussi
bien au niveau des graines qu'au niveau des racines des plantules
agées de 7 et de 26 jours. En revanche, les feuilles de ces mêmes
plantules contiennent des teneurs plus élevées en K+ qu'en Na+.
1 Laboratoire de Physiologie végétale, faculté des Sciences de Tunis,
campus universitaire, Tunis, Tunisie.
2 Inat, 43 av. Charles Nicolle, 1082 Tunis Mahragène, Tunisie.
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Contribution à l'étude des critères
de résistance au stress hydrique
chez le blé tendre.
Comparaison de certains critères
entre le blé tendre et le blé dur
M. El kaoua1
D. Hsissou1
L'effet du stress hydrique a été étudié au stade de germination et de
la croissance du coléoptile des six variétés de blé tendre. Il a été
créé par différentes concentrations de polyethylène glycol la 000.
Les résultats ont été évalués par la cinétique de gennination et la
longueur du coléoptile. Les variétés tolérantes au stress osmotique
ont été sélectionnées, comme dans le cas de blé dur, par leur indice
de vigueur et leur indice relatif à la tolérance à la sécheresse remar-
quablement élevés. D'autre part, \' effet du stress sur la croissance
du coléoptile montre une différence significative entre les variétés
sensibles et les variétés tolérantes.
Mots-clés : Blé - Stress hydrique - Variétés - Sélection -
Tolérance.
1 Faculté des Sciences et Techniques Gueliz, av. A. Elkhatlabi, BP 618,
40000 Marrakech, Maroc.
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1Recherche de marqueurs
moléculaires de tolérance
au stress hydrique chez le peuplier
par mRNA Differentiai Display
A. Caruso1
F. Chefdor1
D. Morabito1
G. Kahlem1
Les peupliers, « tabacs» des arbres forestiers, ont été les premiers
ligneux a être transformés. Ils représentent un enjeu économique
majeur: exploités pour la production de bois de construction et la
pâte à papier, ils constituent un atout pour la reforestation en raison
de leur capacité d'adaptation écologique et leur vitesse de crois-
sance. Une amélioration de la productivité a été permise par l'utili-
sation d'hybrides interspécifiques, qui ne sont cependant pas
toujours adaptés aux conditions locales. L'amélioration de la tolé-
rance au stress hydrique par génie génétique constitue un objectif
majeur de la recherche. Elle permettrait d'étendre l'aire de réparti-
tion des peupliers aux régions semi-arides et arides. La résistance au
stress hydrique constitue un phénomène complexe où plusieurs
dizaines de gènes sont impliqués. Pour mieux comprendre ces
mécanismes, il est indispensable de combiner une approche physio-
logique et une approche moléculaire. Des boutures de peupliers sont
soumises à une contrainte osmotique par traitement au polyéthylène
glycol 6000, soluté non perméant. Une étude physiologique (poten-
1 Laboratoire de Biologie des ligneux, université des Sciences d'Orléans,
rue de Chartres, BP 6759, 45067 Orléans cedex 2, France.
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tiel hydrique...) est réalisée afin de precIser la cmetlque des
réponses. La technique dite de mRNA Differentiai Display pennet
de mettre en évidence des différences entre les populations
d'ARNm issues de plantes, d'organes ou de cellules ayant subi un
traitement différent. Les populations d'ARNm des feuilles et des
racines stressées et non stressées sont comparées afin de mettre en
évidence des marqueurs moléculaires de la réponse au stress. Ceux-
ci sont clonés, séquencés et comparés aux banques de données. Ils
sont par la suite utilisés comme sondes pour analyser, au cours du
stress, la cinétique d'activation des gènes correspondants, ainsi que
pour détecter leur éventuelle présence dans d'autres plantes.
L'identification de gènes de tolérance pourrait permettre d'obtenir
par transgenèse des clones plus perfonnants et susceptibles d'être
introduits dans des biotopes qui leur sont actuellement défavorables.
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1Relations hydriques et croissance
de l'hybride interspécifique
Limonium caspia x Limonium latifolium
cv. Beltlaard sous stress salin
J. J. Alarcon1
T. Ferrandez1
S. El Jaafari2
A. Torrecillas1
M. J. Sanchez-Blanco1
Des plants de Limonium caspia x Limonium latifolium cv. Beltlaard,
en culture hydroponique, sont soumises à 140 mmol/l NaCI dans la
solution nutritive pour une période de 20 jours (traitement TS). La
mesure des paramètres de croissance aérienne des plants a montré
une réduction significative du poids sec aérien et de la surface
foliaire par rapport au traitement témoin (TT). Le maintien de la tur-
gescence par le cultivar Beltlaard grâce à l'aptitude à réaliser un
ajustement osmotique actif, affichée à la fin de l'expérience, ne
s'est pas traduit par un maintien du taux de croissance. Les réduc-
tions de la croissance foliaire enregistrées en réponse à la salinité
sont associées à des niveaux élevés des ions Na+ et C/- dans les tis-
sus et aux changements dans la contribution des ions K+ et NÜ3-
dans le potentiel osmotique foliaire. Les plants du cultivar hybride
mis en culture sous serre sont irrigués à l'aide d'une solution conte-
1 Dpto. Riego y Salinidad, Centra de Edafologia y Biologia Aplicada dei
Segura (CSIC), P.O. Box 4195, E 30080 Murcia, Espagne.
2 Laboratoire de Biotechnologie et amélioration des plantes, faculté des
Sciences, université Moulay Ismaïl, BP 4010,50000 Meknès, Marac.
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nant 200 mM de NaCI pendant 4 mois. Les poids secs de ces plants
ont enregistré des diminutions significati ves sous l'effet de la sali-
nité. À la fin de l'expérience, les plants traités montrent une réduc-
tion significative des paramètres caractérisant les tiges florales
(nombre, hauteur, poids sec). Les relations hydriques foliaires en
conditions de salinité ont enregistré les mêmes tendances qu'en cul-
ture hydroponique avec un ajustement osmotique grâce à l'accumu-
lation active des ions Na+ et Cl-. En conclusion, malgré le fait que
Limonium sp. est considéré comme espèce tolérante vis-à-vis de la
salinité, la croissance de l'hybride interspécifique dans les deux
expériences a été significativement affectée. La réduction de la
croissance est attribuée à l'accumulation des sels qui induit des phé-
nomènes de toxicité et des perturbations nutritionnelles.
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1Étude de l'accumulation de
transcrits de systèmes antioxydants
suite à des stress mécanique et salin
1. Ben Reieb1
N. Boyer2
S. Ammar1
S. Bouzid1
Des stress naturels (forte salinité) ou provoqués (frottement méca-
nique) sont souvent associés à une augmentation des Espèces actives
de l'oxygène (EAO) et affectent la croissance et le développement
des plantes limitant ainsi la production de biomasse végétale. Les
études menées, au niveau de ce travail, sur les effets des stress méca-
nique et salin montrent que la Tomate cultivée en hydroponie ajuste
son fonctionnement par : L'augmentation de ses capacités défensives
en mettant en place une réponse thigmomorphogénétique engendrée
par un stress mécanique appliqué à un entre-nœud en croissance, se
traduisant au niveau caulinaire par un ralentissement de la croissance
longitudinale, une stimulation de la croissance radiale et par un ren-
forcement des parois cellulaires suite à une lignification accrue. La
mise en place d'un système de protection anti-oxydatif. En effet, une
analyse moléculaire a été mise en œuvre afin d'étudier l'expression
de gènes dont les protéines sont impliquées dans la réponse au stress
oxydatif. L'accumulation des ARNm des glutathion peroxydases
(GPX), enzyme participant à l'élimination des peroxydes lipidiques
1 Laboratoire de Physiologie et biologie végétale, faculté des Sciences
de Tunis, 1060, Tunisie.
2 Laboratoire de Physiologie et génétique végétale, université Blaise
Pascal, 63000 Aubière, Clermont-Ferrand, France.
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chez les végétaux, et de la superoxyde dismutase (SaD), protéine clé
dans la protection contre les EAO a été étudiée par Northern blot
après un stress salin comparé à un stress mécanique. Les sondes uti-
lisées sont l'ADNc de GPXle-l, l'ADNc de GPXle-2 et l'ADNc de
SaD. Les Northern blots montrent l'accumulation des transcrits des
GPXle-l, GPXle-2 et de SaD au niveau de certains des organes ana-
lysés (racines, feuilles matures, 4ième entre-noeud, feuilles jeunes).
L'accumulation des transcrits des GPX et de SaD suggère que les
deux types de stress mécanique et salin, provoquent un stress oxyda-
tif et par conséquent une réponse anti-oxydante de peroxydation
limitant les effets nocifs du burst oxydatif.
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Variabilité génétique des relations
exsudas racinaires du blé dur
Triticum durum (Graminées)
et les bactéries symbiotiques
BacH/us po/ymyxa (Bacillacées)
H.AbbacP
M. HouhamdP
R. AlssaouP
R. Boussouak1
S. Haou1
La plante modifie l'environnement physico-chimique de sa rhizo-
sphère racinaire et fournit aux micro-organismes symbiotiques les
nutriments et les métabolites nécessaires à leur croissance. Ces pro-
duits racinaires exsudés présentent une composition chimique très
diversifiée et très variée suivant Je végétal et constitue donc un
moyen de colonisation et de sélection des bactéries telluriques. Ainsi
la microflore rhizosphérique est quantitativement et qualitativement
différente de celle du sol (Curl et Truelov, 1986) et en plus elle varie
selon l'espèce considérée, voir même en fonction du génotype à l'in-
térieur d'une même espèce (Vancura ; 1988 ; Miller el al., 1989).
Parmi les bactéries hébergées dans la rhizosphère du blé (Grami-
nées), la famille des Bacillacées et surtout le genre Bacillus est le
plus représenté (BaJandreau, 1986). Elle est aussi considérée comme
1 Département de Biochimie, faculté des Sciences, université Badji
Mokhtar, Annaba, Algérie.
'" 751
752 T Des modèles biologiques à l'amélioralion des plantes
des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Quatre espèces
sont connues: B. circulans, B. macerans, B. azotofixans et B. poly-
myxa. Ce dernier est caractérisé par sa grande diversité phénotypique
liée à son caractère physiologique adapté à la vie rhizosphérique
(solubilisation de phosphates, réduction de nitrates et des oxydes de
fer et de manganèse ... ) fournissant et facilitant leur utiJisation par le
blé. Ils produisent aussi des exoenzymes et des antibiotiques ayant
un pouvoir antagoniste vis-à-vis des champignons phytopathogènes
et d'autres rhizobactéries. Ils sont aussi capables de produire des
substances promotrices de croissance des plantes (Sattar et Guar,
1987). Cette grande diversité et variabilité phénotypique semble
indiquer une spécificité et une sélectivité entre les échanges raci-
narres du blé et les Bacillus fixateurs d'azote environnantes. Des dif-
férentes régions de l'Algérie (1-hauts plateaux, 2-zones arides à
J'extrémité septentrionale désertique et 3-à proximité des zones
humides) et se basant sur les caractères phénotypiques des Bacillus,
nous avons essayé d'isoler les souches de Bacillus polymyxa dans le
sol, la rhizosphère du blé dur Triticum durum variété Oued Zénati et
dans le rhizoplan en utilisant les techniques d'immunopiégeages
(Mavingui et al., 1992) et les identifier par des systèmes API spéci-
fiques et des méthodes sérologiques. Enfin, en considérant que l'ex-
pression génotypique des Bacillus polymyxa reflète la quantité
d'azote fixée par les plants de blé en croissance, nous avons réalisé
des électrophorèses pour identifier et quantifier J'azote présent dans
les fruits de ces plants qui s'avère très différent suivant la zone d'im-
plantation 1, 2 et 3. Ainsi, cette grande variabilité génétique intras-
pécifique des Bacillus polymyxa dans les trois microsystèmes reflète
une accumulation très cliversifiée de l'azote par le blé, et ceci est très
clair par l'identification des acides aminés et ions ammonium pré-
sent dans le fruit et les feuilles des plantes.
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Recherche préliminaire des bactérioses
de la pomme de terre en Syrie
M. Abu-Ghorrah1
L. Gardan2
R. Samsoun2
Une recherche des bactérioses de la pomme de terre de consomma-
tion a été faite sur des échantil.lons en provenance des régions de
Damas et Hamah. Les isolements bacteriens ont été pratiqués sur les
plantes et les tubercules et les souches ont été identifiées à l'aide de
20 caractères biochimiques. Deux bactéries pathogènes ont été
identifiées : Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et
Pectobacterium chrysanthemi biovar 1. En revanche, sur ce nombre
limité d'echantillons (17) aucune souche de Ralstonia solanacea-
rum ni de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus n'a été
identifiée. Des bactéries saprophytes ont aussi été isolées et carac-
terisées en utilisant les galories Api 20E et Api 20 NE. Six espèces
d'entérobacteries (Enterobacter cloacae, Citrobacter youngae,
Providencia rettgri, Enterobacter sakazaki, Klebsiella ornitholy-
tica, Citrobacter braakii) et quatre autres espèces (Agrobacterium
radiobacter; Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter baumani,
Sphingomonas paucimobilis) ont aussi été identifiées. Une prospec-
tion plus large sera réalisée en l'an 2000 et devra nous permettre de
faire un inventaire plus poussé des maladies affectant la culture de
la pomme de terre.
1 Departement de protection des plants, faculté d'agronomie, universilé
de Damas, Damas, Syrie.
2 Station de Pathologie végétale, Inra, 42, rue George Morel. 49071
Beaucouze cedex, France.
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1Apparition de la rhizomanie
de la betterave en Syrie,
méthodes de détection et introduction
de variétés mono-germe tolérantes
K. Abdul-Halim1
A.Osman1
A. Mouhanna3
A. Haj-Kassem4
R. Abou- Khaddour2
A. Nasrallah2
M. F. Azmeh2
La « rhizomanie », importante maladie de la betterave sucrière, est
apparue en Syrie pour la première fois au milieu des années 1990.
Le pathogène responsable est un furovirus (le 8NYVV) transmis
exclusivement par un champignon du sol, Polymyxa belae
(Plasmodiophoraceae), lui-même parasite obligatoire de la bette-
rave. L'importance des dégâts a provoqué une grande inquiétude sur
l'avenir de l'unique culture sucrière en Syrie. Un programme de
détection, basé sur des méthodes simples est disponible au niveau
local (piégage du champignon vecteur par variétés susceptibles et
Elisa du virus), a déjà permis de constater la progression de la mala-
die le long des principaux cours d'eau (l'Oronte et l'Euphrate), le
foyer d'origine étant la haute vallée de l'Oronte limitrophe du
Liban, où la maladie est également constatée. L'arrivée tardive de la
1 Département Protection des cultures, ministère de l'Agriculture, Damas,
Syrie.
2 Faculté d'Agronomie, université de Damas, BP 30621, Damas, Syrie.
3 Université de Giessen, Institut de phy1opathologie, Allemagne.
4 Faculté d'Agronomie, université d'Alep, Syrie.
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rhizomanie a permis de profiter des acquis de la sélection variétale
réalisée en Europe depuis les années 1960. Plusieurs variétés tolé-
rantes se sont révélées aptes aux conditions et méthodes de culture
syriennes et sont déjà cultivées dans les régions contaminées.
Certaines variétés récentes en cours d'expérimentation se sont révé-
lées supérieures en rendement même en sol non contaminé. Le fait
que la plupart de ces variétés soient du type « mono-germe », et le
coût plus élevé de leur semence, conduira inéluctablement à certaines
modifications culturales comprenant une plus grande mécanisation.
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Évaluation au laboratoire de
l'efficacité de Pullus mediterraneus
(coléoptère, Coccinellidae), comme
agent de lutte biologique dans les
oliveraies, sur Saissetia oleae
(homoptère, Coccidae)
T. Ba M'hamed1
M. Chemseddine2
En dépit des potentialités que recèle l'oléiculture au Maroc, les
niveaux de production réalisés sont encore très modestes et ne valo-
risent que partiellement les atouts dont dispose notre pays en la
matière. Cette situation résulte en partie à l'action dévastatrice des
ravageurs, en particulier Saissetia oleae. Pullus mediterraneus est
l'un des principaux ennemis naturels associés à cette diaspine et qui
pourrait jouer un rôle non négligeable dans la régulation de sa popu-
lation. L'étude en conditions contrôlées de ses paramètres biologiques
pennet d'évaluer son efficacité comme agent de lutte biologique. Le
développement larvaire de Pullus mediterraneus noWTi par les œufs
de la cochenille noire de l'olivier est de 28,96 jours à 30 oC, 40-50 %
HR et une photopériode de 16 h/8 h. Les stades les plus longs sont les
stades prénymphale et nymphale (respectivement 14,95 +/- 1,43 et
7,45 +/- 1,19 jours). Le suivi de la consommation des œufs de
Saissetia oleae par les larves de Pullus mediterraneus et par les
1 Faculté des Sciences Chouaib Doukkali, El Jadida. Maroc.
2 Laboratoire d'Écologie animale terrestre, faculté des Sciences Semlalia,
Marrakech, Maroc.
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adultes (mâles et femelles) durant 4 jours a montré qu'une larve jus-
qu'au stade nymphal peut consommer 647 œufs. Le nombre le plus
élevé d'œufs consommés a été enregistré au stade prénymphale
(467 +/- 10,12œufs/larve). Les femelles dévorent plus d'œufs que les
mâles avec une consommation de 77,69 +/- 22,34 œufs/femelle par
rapport à 46,97 +/- 10,12 œufs/mâle.
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1Une nouvelle protéine du tabac
de la classe PR-10
M. Elbez1
S. Hamdi2
M. Clastre1
M. Rideau1
G. Petit-Palyl
Les protéines PR-IO sont une famille de protéines de pathogenèse
intracellulaires, acides, de 16 à 18 kDa, identifiées dans de nom-
breuses angiospermes, mono et dicotylédones. Bien que la fonction
biologique des PR-l 0 ne soit pas complètement élucidée, une acti-
vité RNase a été mise en évidence pour certaines. La littérature
mentionne l'impossibilité de la présence conjointe de protéines
majeures de latex (MLPs) et de protéines PR-IO. Cependant, un
nouveau membre de la famille des PR-10 a été isolé dans le tabac,
bien que le tabac possède une protéine de latex (16,5 kD, gi82170).
L'ADNe, NI-PR-JOa a été cloné, la protéine déduite possède les
caractéristiques générales des PR-lO. Toutefois, elle semble être
dépourvue du motif GXGGXGXXK dit P-Ioop (Phosphate binding
loop), riche en glycine et hautement conservé dans la plupart des
PR-lO. Elle ferait ainsi partie des rares exceptions des PR-lO
n'ayant pas conservé cette séquence. C'est le cas de deux PR-IO
de la pomme de terre et celui de la protéine AoPR 1 de l'asperge.
1 Université F. Rabelais Tours, UFR Sciences pharmaceutiques. Upres·
EA 2106 " Biomolécules et biotechnologies végétales ", laboratoire
Biologie moléculaire et biochimie végétale, 31, av. Monge, F 37200
Tours, France.
2 Université de Bordeaux 1, UFR Sciences biologiques. unité BCMDP,
av. des Facultés, F 33405 Talence, France.
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La P-loop est fréquemment observée dans des protéines kinases et
des protéines de fixation de séquences nucléotidiques. Par consé-
quent, elle pourrait être un site de fixation de groupe phosphate
d'ARN pour assurer une activité RNase. Son absence au niveau de
la Nt-PRIOa suggère que cette dernière ferait partie d'une sous-
classe des PR-lO dont le mode d'action serait différent de celui des
PR-lO « classiques ». Par ailleurs, nous disposions d'un gène de la
pervenche de Madagascar codant la protéine Cr-PRlOa, possédant
le motif P-loop. Afin de mettre en évidence la contribution de la
P-loop, nous avons intégré le gène Cr-PR10a dans le Tabac. Ces
tabacs transgéniques permettront de réaliser une étude comparative
des deux protéines.
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1Identification des gènes
de résistance du blé
à la Cécidomyie tunisienne
H. Maknï1..2
M. Marrakchï1
La Cécidomyie des céréales est un ravageur important en Tunisie où
l'existence d'au moins deux espèces avait été suggérée par des
observations de terrain des manifestations d'infestations (galles,
logettes). Cela a été récemment confirmé par une analyse génétique
qui a montré la présence de deux taxons, génétiquement isolés et
caractérisés par des allèles diagnostics à au moins deux locus, Pgi
et Mdh2. Ces taxons correspondent aux espèces Mayetiola destrue-
tor infestant surtout le blé, et Mayetiola hordei infestant surtout
l'orge. La méthode de lutte contre les Cécidomyies qui semble
actuellement la plus efficace et la plus économique, est l'utilisation
des variétés de céréales résistantes à la Cécidomyie. Des essais d'in-
festation menés conjointement en plein champs et en chambre de
culture sur des cultivars résistants américains ont montré que les
Cécidomyies tunisiennes (Mayetiola destruetor) originaires du nord
de la Tunisie (où la culture du blé est prépondérante) y sont viru-
lentes. Il semble que les gènes les plus efficaces à la Cécidomyie du
nord H5, H Il et H13 trouvés respectivement dans les cultivars de
blé 658, KS 811152 et Arthur 71, sont localisés sur le même chro-
mosome 6D. De tels résultats suggèrent que Mayetiola destruetor,
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie et biotechnologie,
faculté des Sciences de Tunis, Tunisie.
2 Institut supérieur de l'animation pour la jeunesse et la culture, Bir El
Bey, Tunisie.
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présente dans le nord de la Tunisie, appartient au biotype D qui est
l'une des races physiologiques detenninées en se basant sur quatre
variétés différentielles de blé (Seneca, Monon, Knox 62 et Abe).
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Identification, caractérisation
et analyse évolutive de gènes
de résistance aux maladies au sein
d'une plante pérenne, le caféier
S. Noir'
M. C. Combes'
F. Anthony'
P. Lashermes'
Cette étude s'inscrit dans le cadre d'un programme d'amélioration
de la résistance aux parasites du caféier Coffea arabica. Le caféier
C. arabica est un arbuste sensible à de nombreux agents patho-
gènes. Une étude a été entreprise afin de préciser l'organisation
moléculaire et le mode d'évolution des gènes de résistance (R) au
sein de cette plante pérenne. Dans le cadre de la résistance gène-à-
gène, de nombreux gènes R, spécifiques de parasites variés, ont été
étudiés chez diverses espèces végétales. L'analyse comparative de
ces gènes, notamment ceux de type NBS-LRR (Nucleotide Binding
Site-Leucine Rich Repeat) - principale classe de gènes R clonés
chez les plantes -, révèle, d'une part, une forte homologie de
séquences et la conservation de motifs peptidiques et, d'autre part,
une structure répétitive plus ou moins complexe des locus de résis-
tance. À partir des motifs peptidiques conservés au sein des
domaines NBS, des amorces oligonucléotidiques dégénérées ont été
définies. Ces amorces ont été utilisées en PCR pour isoler des ana-
logues de gènes de résistance (AGR) chez 2 espèces de caféiers,
1 IRD, laboratoire Genetrop, BP 5045, F-34D32 Montpellier, France.
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Coffea arabica et C. canephora. Les séquences isolées, plus de 30,
ont été séquencées. Dans un premier temps, l'organisation de ces
AGR, leur diversité et le mode d'évolution de la (ou des) famille
dont ils sont membres, ont été examinés au sein du génome des
caféiers. Dans un second temps, l'implication de ces AGR dans le
cadre de résistances spécifiques identifiées pourra être testée.
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1Identification par le test
immunoenzymatique TAS Elisa
et par amplification enzymatique
in vitro (PCR) de bigéminivirus
dans des cultures de manioc
(Manihot esculenta Crantz)
M. Y. o. Gumedzoe1
G. Thottappilly2
o. Adjata2
1. Karim2
Le manioc (Manihot esculenta Crantz) est une plante dont les
racines sont riches en fécules et qui assure l'alimentation quoti-
dienne de millions de personnes dans les pays en voie de dévelop-
pement. Certaines contraintes (agronomiques et phytosanitaires)
freinent J'expansion et J'accroissement de la productivité de cette
culture. Parmi les contraintes d'ordre phytosanitaire, les maladies
virales causées par des bigéminivirus (ACMV, EACMV, ICMV)
occasionnent des pertes considérables de rendements au Togo et
ailleurs en Afrique. La plupart des variétés de manioc cultivées au
Togo sont sensibles à ces virus. Eu égard aux pertes de production
enregistrées, il s'avère nécessaire d'identifier les virus en cause et
1 Université du Bénin/École supérieure d'agronomie/Laboratoire de
Virologie et de biotechnologie végétales, BP 1515, Lomé, Togo.
2 Institut international d'agriculture tropicale, Oyo Road, PMB 5320 Ibadan,
Nigeria.
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d'orienter les méthodes de lutte vers la recherche de variétés résis-
tantes de manioc. L'objectif de la présente étude est d'évaluer l'im-
portance épidémiologique des viroses et d'identifier les
bigéminivirus responsables de la mosaique dans les principales zones
de production de cette plante à tubercules au Togo. Des prospections
phytosanitaires ont été conduites dans différentes régions produc-
trices de manioc au Togo. Les échantillons foliaires récoltés ont été
soumis aux tests immunoenzymatique (TAS-Elisa) et par amplifica-
tion enzymatique in vitro (PCR). Les résultats obtenus indiquent que:
- la prévalence des viroses du manioc est de 100 % dans les zones
prospectées ;
-les taux d'incidence de ACMV et de EACMV sont respectivement
de 31,13 % et 10,38 %.
Ces deux bigéminivirus ont été identifiés dans les plantes sui-
vantes: Jatropha curcas, J. multifida, Manihot glaziovii et Ricinus
communis. De même ACMV et EACMV ont été identifiés dans des
échantillons foliaires de Ocimum gratissimum et Cnidosculus
chayamansas.
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1Étude de l'évolution spatiale et
temporelle du YMV dans des parcelles
d'igname (Dioscorea a/ata L.)
M. Y. D. Gumedzoe1
D. Ayisah1
F. Feteke1
S. Sanwogou1
N. Tchandikou1
En vue d'étudier le taux de transmission des viroses par les minifrag-
ments de tubercules viroses de Dioscorea alata L., et de l'évolution
du virus de la mosaique de l'igname (YMY) dans trois parcelles de
production de semenceaux, differents essais en blocs randomisés ont
été conduits à la station d'Expérimentation agronomique de l'École
supérieure d'agronomie à Lomé. Les résultats obtenus indiquent que:
- les tubercules de D. alata infectés, fragmentés et plantés ont produit
Il à 89 % de plants virosés ;
- les taux de transmission du YMY les plus élevés sont obtenus avec
des minifragments provenant de la partie distale des tubercules utili-
sés (soit 89 %) ;
- le nombre de plants infectés a régulièrement augmenté de la pre-
mière à la sixième semaine après l'émergence des plantules
d'igname, avec un taux d'accroissement journalier de la maladie (r)
variant de 0,39 (première semaine) à 0,01 (six.ième semaine).
Les implications de ces résultats en production de semenceaux
d'igname seront discutés.
1 Université du Bénin/École supérieure d'agronomie/Laboratoire de Virologie
et de biotechnologie végétales, BP 1515 Lomé, Togo.
Posters
Nouvelles sources de résistance
au flétrissement bactérien (Ralstonia
solanacearum) obtenues chez la
pomme de terre (Solanum tuberosum)
par fusion somatique avec Solanum
stenotomum
1. Fock1 A. Ambroise1
C. Collonnier1 F. VedeP
H. Kodja1 G. Ducreux1
J. LuzettP D. Sihachakr1
Le flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum
attaque plus de 200 espèces végétales dont les Solanacées dans les
zones tropicales, subtropicales et tempérées du globe. La lutte
contre la maladie résidant essentiellement dans l'obtention de varié-
tés résistantes, l'hybridation somatique constitue un excellent outil
pour le transfert des gènes de résistance. Des expériences d'hybri-
dation somatique ont donc été réalisées entre S. tuberosum cv. BPI5
(2 n =2 x =24 chromosomes) et l'espèce sauvage S. stenotomum
(2 n =2 x =24 chromosomes). 14 plantes régénérées, sélectionnées
sur la base de leur morphologie en serre (caractère intermédiaire des
tiges, feuilles et fleurs ainsi qu'une forte vigueur hybride), ont été
utilisées pour des études enzymologiques et moléculaires. L'analyse
d'isoenzymes (Estérases et Peroxydases) a confIrmé la nature
hybride de ces plantes dont la majorité est tétraploïde. L'utilisation
1 Laboratoire de Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, uni-
versité Paris Sud-Orsay, 91405 Orsay cedex, France.
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de marqueurs microsatellites nucléaires a également permis l'iden-
tification des hybrides. Par ailleurs, des marqueurs microsatellites
chloroplastiques ont permis de montrer une prépondérance de trans-
mission du génome de S. tuberosum dans les hybrides somatiques.
La sensibilité des hybrides à 2 souches réunionnaises de Ralstonia
solanacearum (races 1 et 3) a également été évaluée. Le cultivar
BF15 s'est montré sensible à la maladie: un mois après inoculation,
72 % à 100 % des plantes sont flétries. L'espèce sauvage a présenté
un taux de flétrissement significativement différent de celui observé
pour BF 15 : 30 % des plantes sont atteints par la maladie au bout
d'un mois avec la race 3, aucune plante inoculée avec la race 1 n'est
flétrie durant le même temps. S. stenotomum est donc tolérant à la
race 1 et modérément sensible à la race 3. Les hybrides somatiques
inoculés par l'une ou l'autre souche réunionnaise ont eu un com-
portement significativement non différent de celui de l'espèce sau-
vage. Le caractère de résistance observé pour S. stenotomum a donc
bien été transmis lors de l'expérience d'électrofusion de proto-
plastes. De plus, ce transfert de résistance semble stable. De nou-
velles sources de résistance au flétrissement bactérien sont donc
ainsi disponibles chez S. tuberosum.
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Détection précoce
de la « carie du blé» dans les
plantules par empreinte tissulaire
immuno-sérologique (TBIA)
B. Saidil
K. Makkouk2
M. F. Azmeh1
L'essai en champ avec inoculation artificielle de la semence a été
jusqu'ici la méthode préférée pour tester la résistance variétale ou
pour évaluer les traitements de semence contre la « carie du blé»
provoquée par Tilletia tritici (Bjork.) Winti et T. laevis Külm. Cette
méthode imite les conditions naturelles. Son grand inconvénient est
de durer toute la saison du blé. Nous venons de produire un antise-
mm polyclonal du lapin, qui a permis de clairement détecter la pré-
sence du champignon, par empreinte tissulaire sur membrane de
nitro-cellulose, à la base des plantules âgées de 4 à 6 semaines. Vu
la nature biotrophe et intercellulaire du parasite, la difficulté que
nous avions à surmonter résidait dans l'obtention d'une quantité
suffisante de mycelium pur pour l'injection du lapin. Une évalua-
tion de la fiabilité statistique de la méthode est en cours en compa-
rant les résultats avec ceux de la méthode très laborieuse d'examen
microscopique. L'intérêt expérimental de la nouvelle méthode est
de permettre l'évaluation quantitative de l'infection dans un délai
raisonnable et en toute saison. En plus, elle peut être utile pour l'es-
timation anticipée des pertes en champ.
1 Faculté d'Agronomie, université de Damas, BP 30621, Damas, Syrie.
2 Icarda, BP 5466, Alep, Syrie.
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1Activation de lipoxygénases durant
la réaction hypersensible (RH)
du cotonnier (Gossypium hirsutum)
à Xanthomonas campestris pv
malvacearum (Xcm).
A. JallouP E. Delannoy1
J. L. Montillet2 P. Marmey1
J. F. Daniel1 J. P. Geiger1
J. P. AgneP M. Nicole1
K. AssIgbetsé1
Le cultivar de cotonnier Réba-B50 contient les gènes de résistance
(R) B2B3 dont les produits reconnaissent spécifiquement celui du
gène d'avirulence de la race 18 de Xcm pour conduire à une inter-
action incompatible et dont le phénotype est une RH, au site d'in-
fection. Elle est définie comme l'aboutissement d'un processus de
mort cellulaire programmée. La RH est observée 12 à 24 h après
inoculation de la bactérie. Parmi les mécanismes impliqués dans la
RH, la péroxydation des lipides membranaires pourrait jouer un rôle
clef. L'oxydation des lipides correspond à l'incorporation d'oxy-
gène moléculaire dans des acides gras polyinsaturés par auto-oxy-
dation ou par des enzymes telles que les lipoxygénases (LOX).
Chez les plantes, les LOX sont responsables de la péroxydation des
, IRD, Genetrop, UR « Résistance des plantes ", BP 5045, 34032
Montpellier, France.
2 CEA, Département d'Écophysiologie végétale, Cadarache, 13108 St
Paul Lez Durance, France.
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acides linoléique (C18 : 2) et linolénique (C18 : 3). Leur rôle dans
la résistance aux parasites est mal connue ; leur intervention a
cependant été observée dans les réponses aux stress biotiques et
abiotiques. Le travail présenté ici porte sur l'étude des activités
LOX dans des cotylédons infectés durant l'interaction Réba-B50-
Xcm race 18. L'analyse est réalisée par spectrophotométrie, HPLC
et isoélectrofocalisation. Une activation spécifique de certaines iso-
formes de LOX a été mise en évidence au cours de la résistance, par
comparaison à l'interaction compatible RébalXcm race 20. Elle est
associée à une augmentation des hydroperoxydes totaux et à une
perte en eau des tissus hypersensibles. Cette activité LOX peut être
induite par l'application d'acide salicylique.
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1La synthèse des recherches
partagées sur la rotation avec des
curcubitacées (concombres-melons)
la conservation des ressources
génétiques, la résistance aux kystes
(ccn) au centre sud-est-ouest-nord
du Cameroun, Afrique centrale et
Afrique de l'Ouest
A. P. Biloa1
Le problème de la conservation des ressources génétiques revêt des
aspects techniques de stratégie scientifique et stratégie politique.
Celle qui consiste à mettre en collection un nombre maximal de
génotypes (au détriment de leur connaissance) et celle qui consiste
à constituer des collections noyaux (core collection), voir le cas des
semences. C'est-à-dire à échantillonner la diversité et à définir les
génotypes retenus sur le plan génétique et agro-écologique. Afin
d'en faciliter l'accès à l'utilisation par les améliorateurs et les phy-
siologistes. Sur un autre plan, quels sont les rôles respectifs des ins-
titutions politiques et privées nationales, internationales dans la
gestion des ressources génétiques ? Domaine : résistances aux
maladies genre de circuit, et suite à une très bonne conservation des
semences. Espèces: la rotation avec des curcubitacées (concom-
bres-melons) comporte des risques de transmission de maladies.
Fléaux du sol Anguillules (nématodes). Les anguillules ne survivent
1 SOS Environnement .. ONG .. ICS, Senchim, BP 26491 Parcelles
assainies. Dakar. Sénégal.
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que dans un sol humide. L'anguillule est souvent invisible à l'œil nu
(1 à quelques mm de long). Elle vit dans le sol et est responsable de
la formation de Galles (excroissances cancéreuses) sur les racines
de la plante. Les plantes restent petites et sont sujettes à toutes
sortes de maladies du sol. (Moisissure-bactéries). Agronomie: le
dessèchement des anguillules par exposition du sol au soleil et au
vent. La terre doit être labourée plusieurs fois. Les anguillules appa-
raissent alors à la surface et sont tuées par le soleil. Inconvénients
de ce labourage. Les matières organiques du sol se dégrandent plus
vite, le sol s'appauvrit et devient sensible à l'érosion. Fléaux d'in-
sectes: les dégâts directs causés par les fléaux d'insectes sont sou-
vent moins graves que prévus. Mais les dégâts indirects peuvent
être très importants. La réceptivité acrue des plantes abîmées aux
maladies ainsi que les maladies transmises (virus, moisissures) pro-
voquent des grosses pertes de la récolte. Les insectes piqueurs et
suceurs: mouches blanches: thrips-poux-mites et les anguillules
transmettent virus et moisissures par leur intermédiaire, une plante
malade peut contaminer toute une végétation. L'utilisation de
semences saines permet de limiter les dégâts dus aux fléaux d'in-
sectes. Les conséquences sont alors beaucoup moins désastreuses.
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1Identification des sources de
résistance à la maladie des taches
de chocolat causée par Botrytis
fabae chez la fève, Vicia faba
A. 8ouhassan1
M. Sadiki2
8. Tivoti3
N. El KhayatP
La maladie des taches de chocolat causée par Botrytis fabae est
considérée comme la plus vulnérable et la plus destructrice sur les
cultures de fève (Viciafaba) dans le monde. L'objectif majeur dans
notre recherche est l'amélioration pour la résistance, avec comme
but la mise en évidence de ressources génétiques utilisables en tant
que moyen important et efficace dans le contrôle de cette maladie.
L'expérience de criblage porte sur un matériel végétal constitué de
] 36 lignées de fève et féverole d'origine internationale et maghré-
bine. L'expérimentation au champ s'est faite avec 2 répétitions. Les
plantes âgées de 2 mois ont été inoculées par des spores d'une
souche de Botrytis fabae isolée à partir de feuilles naturellement
1 Laboratoire de Biologie et physiologie végétale, faculté des Sciences
Ain Chock, université Hassan Il. Casablanca, Maroc.
2 Laboratoire de Génétique des légumineuses, département d'Agronomie
et d'amélioration des plantes, Institut agronomique et vétérinaire Hassan Il,
Rabat, Maroc.
3 Institut national de la recherche agronomique de Rennes, station de
Pathologie végétale, domaine de la Malte, BP 29,35663 Le Rheu cedex,
France.
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infectées et récoltées dans les champs. La notation des symptômes
de la maladie a été faite régulièrement sur une base hebdomadaire
en utilisant une échelle à 5 classes, avec une notation globale de la
ligne et une notation individuelle de chaque plante de la ligne. Une
autre expérimentation a été réalisée au laboratoire sur feuilles déta-
chées inoculées artificiellement. Une étude statistique des résultats
obtenus a permis d'aboutir d'abord à une forte corrélation entre les
deux types de notation obtenues au champ. La fourchette de varia-
tion extrême apparaît surtout à partir de la 3e date. Les témoins
« résistant » et « sensible » ont été nettement différents pour leur
réaction à la maladie, indiquant la fiabilité du test. La distribution de
fréquence des lignées testées met en évidence 2 lignées hautement
résistantes, 21 lignées résistantes, les autre étant sensibles ou haute-
ment sensibles. Deux approches de sélection ont été également
adoptées pour l'identification des lignées résistantes, l'une a été
relativement sévère car elle a pris en considération la stabilité de la
résistance. La première a aboutit à 20 lignées résistantes et haute-
ment résistantes qui sont présentées avec leurs caractéristiques de
floraison et des graines. La deuxième, plus sévère, met en évidence
3 lignées d'origine respectivement, marocaine, tunisienne et algé-
rienne qui ont été hautement résistantes pendant les 6 dates de nota-
tion. L'évolution des symptômes sur les différentes lignées montre
entre autres que le génotype le plus sensible présente la progression
la plus rapide de la maladie. À l'opposé, le génotype le plus résis-
tant freine cette évolution. Ceci nous amène à penser à l'expression
d'une résistance qualifiée de partielle chez ces lignées sélectionnées.
Mots-clés : Vicia !aba - Botrytis !abae - Criblage - Génotype -
Résistance.
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Mise au point de méthodes
moléculaires de détection de certains
viroïdes infectant les agrumes en Tunisie
A. Elleuch1
H. Fakhfakh1
N. Besaies2
M. MaknP
M. MarrakchP
Le secteur agrumicole occupe une place importante dans la vie
sociale et économique de la Tunisie. Les agrumes sont susceptibles
d'être attaqués par un grand nombre de viroïdes. Ils s'agit de petites
molécules circulaires d'ARN non encapsidé et ne codant pour
aucune protéine. Ces pathogènes se repliquent à l'intérieur des cel-
lules hôtes des plantes supérieures par le mécanisme du cercle rou-
lant en utilisant le système enzymatique de l'hôte. Les viroïdes des
agrumes sont classés en cinq groupes selon la taille et les symp-
tômes induits. Trente échantillons provenant des pépinières du Giaf
(Groupement interprofessionnel des agrumes et des fruits) ont été
analysés par indexage biologique et par des techniques de biologie
moléculaire. Plusieurs protocoles d'extraction de l'ARN viroïdal
ont été mis au point. Les produits obtenus ont été soumis à une élec-
trophorèse retour (R-Page) sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes, puis analysés par RT-PCR. L'indexage biologique a
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie et biotechnologie,
faculté des Sciences de Tunis, 2092 Tunisie.
2 Groupement interprofessionnel des agrumes et fruns, Manouba, Tunisie.
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pennis de montrer dans un délai assez long l'infection par le CEV-d
de sept échantillons. La R-Page a été réalisée avec succès et a révélé
la présence des viroïdes dans huit échantillons. La RT-PCR a per-
mis non seulement la détection des viroïdes dans dix échantillons,
mais aussi la présence d'une double infection par le CEV-d et le
CV-dIa au niveau de deux échantillons. La comparaison des résul-
tats obtenus avec ces différentes techniques montre l'efficacité de la
technique RTPCR. L'intérêt de ce travail réside dans la détection
précoce de ces pathogènes dans du matériel végétal provenant de
pépinières, ce qui permettra l'élimination des plants contaminés
pour entamer les nouvelles cultures avec du matériel sain.
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1Situation actuelle de l'hybridation
somatique chez le bananier (Musa ssp)
A.Assanï1
R. Haicour1
F. Bakry2
B. Foroughi-Wehr4
F. Carreel3
C. Jenny3
Y. Akogo Assogbavil
L'application des méthodes classiques d'amélioration génétique est
souvent entravée chez le bananier par des phénoménes de stérilité.
Parmi les méthodes non conventionnelles pouvant appuyer les pro-
grès de sélection, l'hybridation somatique est envisagée afin de
contourner les obstacles qui peuvent se présenter lors des croise-
ments sexués. Le matériel végétal utilisé pour la production de pro-
toplastes recouvre un panel de génotypes haploïdes, diploïdes et
triploïdes. Les protoplastes utilisés proviennent soit des cals, soit
des gaines foliaires, soit de vitroplants soit de suspensions cellu-
laires embryogènes. Deux méthodes de fusion de protoplastes ont
été utilisées: une méthode chimique (PEG) et une méthode élec-
trique. Dans les deux cas, il a été observé des fusions binaires en
nombre suffisant pour qu'elles puissent être exploitées. Après le
processus de fusion, les protoplastes sont mis en culture à forte den-
sité (106/ml) sur couche nourricière, constituée de cellules de bana-
niers en division active durant trois semaines. Un transfert sur
milieu de régénération augmente significativement le taux de for-
mation d'embryons. Les taux de survie des combinaisons utilisant
1 Université Pans Sud XI, laboratoire Morphogenèse végétale expérimentale.
2 Cirad-Flhor, Montpellier, France.
3 Cirad-Flhor, Guadeloupe, France.
4 BAZ-IRG Grünbach, Allemagne.
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des protoplastes de feuilles ou de cals ne pennettent pas pour l'ins-
tant leur exploitation. Des diverses fusions réalisées entre proto-
plastes issus de suspensions embryogènes, il a été obtenu des
plantes tétraploïdes (2X + 2X) ; pentaploïdes (2X + 3X), hexa-
ploïdes (3X + 3X). Leur détection a été réalisée essentiellement par
cytométrie de flux. La nature hybride de ces plantes est en cours de
caractérisation morphologique après plantation au champ et études
moléculaires réalisées au Cirad. Outre l'intérêt pratique de la
méthode, la fusion de protoplastes devrait pennettre à tenne une
meilleure compréhension de la génétique cytoplasmique ainsi
qu'une meilleure approche de l'interaction des compartiments
nucléaires et cytoplasmiques chez les bananiers.
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1Étude de la variabilité biologique et
moléculaire du virus de la marbrure
nerva.ire du piment (PVMV) chez des
isolats tunisiens et de Côte d'Ivoire
F. Gorsane1
H. Fakhfakh1
M. Marrakchi1
M. Makni1
En Tunisie, les cultures maraîchères occupent une place privilégiée
dans l'économie du pays. Des baisses de plus en plus considérables
sont accusées au niveau du rendement des cultures de piment et de
tomate. En utilisant une panoplie de sérums, des études sérolo-
giques ont été effectuées sur des échantillons virosés, prélevés sous
serres et en plein champ. Outre la présence de certains virus large-
ment répandus dans les contrées méditerranéennes, nous avons mis
en évidence la présence du PVMV pour la première fois en Afrique
du Nord. Il s'agit d'un potyvirus endémique dans les régions de
l'Afrique de l'Ouest. Ainsi, des isolats tunisiens de PVMV, identi-
fiés sur piment et tomate, ont été soumis à une étude biologique et
moléculaire. Une souche de PVMV, issue de la Côte d'Ivoire a été
également utilisée dans ce travail. L'étude des symptômes induits
sur tabac a confiné l'ensemble des isolats étudiés en deux groupes
biologiques différents. Le premier groupe est atténué et comprend
les isolats tunisiens, le second groupe auquel appartient l'isolat de
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, immunologie et biotechnologie,
faculté des Sciences de Tunis, 2092, Tunisie.
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la Côte d'Ivoire est très sévère. Comme aucune donnée moléculaire
n'est disponible sur le PVMV et afin d'expliquer les différences de
comportements observées sur tabac, nous avons abordé le séquen-
çage de la partie 3' terminale du génome viral de ce virus. Des ali-
gnements multiples de séquences du gène codant pour la capside
virale ont montré une forte homologie au sein de l'ensemble des
isolats appartenant à l'un ou l'autre des deux groupes biologiques.
Ainsi, les propriétés biologiques ne semblent pas être imputées à la
région capside. L'étude de la région 3' non codante a montré que
celle-ci est nettement plus courte chez l'isolat sévère issu de la Côte
d'Ivoire. De plus, l'alignement de séquences a révélé une faible
homologie entre isolats sévères et atténués. Ces résultats suggèrent
que la région 3' non codante interviendrait directement dans la sévé-
rité des symptômes exprimés par le PVMY. Ceci a été déjà décrit
chez d'autres potyvirus, en particulier le PVY.
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1La rouille de la baselle
due à Uromyces basellae Sydow.
Relations hôte parasite
et choix des méthodes de 1utte
C. Makambila1
A. Mvila1
La baselle est une plante légumière très répandue en Afrique cen-
trale et de l'Ouest, et la rouille représente la principale maladie res-
ponsable d'une baisse de la production. La microscopie
électronique à balayage et à transmission a permis de caractériser
les écidioconidies, seuls organes de propagation et d'infection dif-
férenciés sur l'hôte. Trois variétés sont présentes: une variété V 1 à
feuilles et à tiges vertes, une variété V2, à feuilles vertes et dont les
nervures et les tiges sont violacées et une variété V3, à feuilles et
tiges vert pâle et légèrement rougeâtre. Les variétés V 1 et V2 plus
répandues se propagent sexuellement et présentent un phénotype
très sensible (TS). La dernière variété V3 moins répandue se pro-
page végétativement et présente un phénotype très résistant (TR).
L'étude des voies de pénétration (dimension des stomates) par la
microscopie électronique à balayage n'a pas révélé de différences
chez les deux groupes de variétés. Nos études actuelles se consa-
crent à l'étude du mécanisme de la résistance observée sur la variété
V3, ceci par l'étude in vitro et in vivo de la phase d'infection des
feuilles par les écidioconidies. Une méthode d'inoculation artifi-
cielle a été mise au point. Elle consiste à déposer sur la face infé-
1 Laboratoire de Phytopathologie, faculté des Sciences, université de
Brazzaville, BP 69, Brazzaville, Congo.
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rieure des feuilles une suspension d'écidioconidies. Les études
visent aussi une recherche de voies de lutte par la production des
variants à bon comportement. Les méthodes utilisées sont : l' irra-
diation des semences au Césium 137, la vitro variation ou encore la
vitro variation associée à l'irradiation des tissus.
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Détection des contaminants
procaryotiques chez un clone de
Prunus cerasus L. par la technique PCR
R. Mehri-Kamoun1
L'amélioration génétique des arbres fruitiers par les méthodes d'hy-
bridation conventionnelle demande un temps considérable à cause
de la durée de leur cycle de végétation, de leur haut degré d'hétéro-
zygotie auquel s'ajoutent les phénomènes d'auto-incompatibilité
pollinique. Ces facteurs limitent sérieusement les programmes
d'amélioration classique. Les techniques de culture in vitro permet-
tant la néoformation de plantes entières fonctionnelles peuvent
complémenter les techniques classiques par la création de nouveaux
génotypes chez les ligneux, soit par la culture ou la fusion de pro-
toplastes soit par transfert de gènes. Mais ces nouvelles technolo-
gies sont encore mal maîtrisées chez les espèces fruitières, eu égard
à leurs performances limitées. Un protocole d'isolement de proto-
plastes à partir de mésophylle foliaire, de cals de feuilles ou de cals
de racines de Prunus cerasus L. « Montmorency», a été mis au
point. Les paramètres expérimentaux étudiés ont porté sur (1) l'âge
et le stade physiologique du matériel végétal, (2) le pré-traitement
des tissus, (3) le traitement enzymatique (préparation enzymatique,
concentration et activité spécifique des enzymes), (4) la durée de
l'incubation et (5) les conditions d'isolement. Étant donné les
contaminations bactériennes qui se sont révélées durant les pre-
mières phases de la culture des protoplastes et le blocage subsé-
quent des divisions cellulaires qui y étaient associées, nous avons
abordé l'étude de ces contaminations et des techniques de leur
1 École supérieure d'horticulture de Cholt-Meriem, 4042 Sousse, Tunisie.
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détection. La présence de ces contaminations endogènes, sous
forme de cellules dépourvues de paroi, a été mise en évidence dans
les plantules micropropagées, par microscopie électronique et par
broyage dans des solutions nutritives à haute pression osmotique.
Après synthèse de leur paroi et croissance sur milieux nutritifs,
4 souches contaminates ont été identifiées comme appartenant aux
espèces Pseudomonass y ringae et Agrobacterium rhizogènes.
L'amplification par PCR du gène codant pour une protéine récep-
trice des sidérophores d'espèces fluorescentes de Pseudomonas,
confmne la présence de tel(s) contaminant(s) dans les tissus
foliaires de plantes micropropagées apparemment saines. En pré-
sence d'antibiotiques, la survie des protoplastes de cals de feuilles
pendant 20 à 25 jours a été obtenue sur milieu de culture MHABZ.
Durant cette période, la synthèse d'une nouvelle paroi a été obser-
vée chez près de 43 % des protoplastes après 10 à 12 jours de cul-
ture. Les premières divisions cellulaires (17,6 %) ont été observées
après 15 à 20 jours de culture. À cet égard, nos résultats nous ont
permis de mettre en évidence les points suivants:
- l'importance de l'état sanitaire des vitroplants sources de proto-
plastes et la nécessité de contrôler cet état avant l'établissement
d'une culture ;
-l'utilisation des protoplastes associée à la technique PCR peuvent
servir comme test précoce de détection et de mise en évidence de
bactéries latentes dans les cultures de végétaux in vitro.
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1Hybridation somatique pour
le transfert de caractères de résistance
Verticillium à partir de Solanum
tarijense dans la Pomme de terre
(Solanum tuberosum)
R. F. 1. Gerungan1 A. Ambroise1
R. Jadari2 A. Servaes1
C. Collonnier1 D. Lavergne1
1. Fock1 G. Ducreux1
Y. Lian1 0 Sihachakr1
Le flétrissement dû au champignon Verticillium dahliae est une des
maladies graves de la Pomme de terre et aussi d'autres plantes cul-
tivées dans les régions tempérées. Il cause de lourdes pertes de ren-
dement et affecte la qualité des tubercules. Il n'existe pas de
variétés de Pomme de terre totalement résistantes. L'introgression
de gènes de résistance au Verticillium, à partir d'espèces sauvages
apparentées, S. berthaultii, S. phureja, S. torvum et en particulier
S. tarijense, est limitée par des incompatibilités sexuées partielles
ou totales avec la Pomme de terre. L'hybridation somatique permet
le transfert des caractères de résistance en contournant les barrières
sexuées. Des expériences de fusion de protoplastes ont été réalisées
entre la pomme de terre et S. tarijense. La sélection d'hybrides
somatiques putatifs est basée sur la comparaison du comportement
1 Laboratoire Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, univer-
sité Paris Sud, 91405 Orsay cedex, France.
2 Institut agronomique et vétérinaire Hassan Il (IAVH), Rabat Institut, BP
6202, Rabat, Maroc.
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cultural des cals hybrides et parentaux, et sur l'étude des marqueurs
morphologiques des plantes régénérées. Une trentaine de plantes
ont été sélectionnées et identifiées comme hybrides somatiques par
des analyses morphologiques et isoenzymatiques, les estérases en
particulier. L'analyse d'ADN par cytométrie en flux a montré que la
majorité des plantes hybrides obtenues sont tétraploïdes (2 n =4 x
= 48 chromosomes), résultant de l'association de deux génomes
parentaux. Transférés en serre, les clones hybrides ont une crois-
sance très vigoureuse et un développement normal. De plus, ils sont
fertiles et capables de produire des tubercules. Ils présentent des
caractères intermédiaires, notamment au niveau de la forme des
feuilles et des tubercules. Leurs capacités de tubérisation in vitro et
en conditions de serre sont bien supérieures à celles des parents,
avec un rendement moyen en tubercules de 2 à 3 fois plus élevé que
celui des clones parentaux. Les tests de résistance effectués in vitro
à partir de filtrats bruts de culture de champignon et en serre par
inoculation artificielle avec des spores aboutissent aux mêmes
résultats. Les clones hybrides testés présentent le même niveau de
résistance que le parent sauvage.
Action intégrée franco-marocaine n° 981170/SVS ; Prad n° 98/9 ;
coopération franco-chinoise PRA-BT 99-01.
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1Influence du tuteurage et du poids
des semenceaux sur certaines
composantes du rendement
chez l'igname: Dioscorea alata
E. Nsika-Mikoko1
A. Tsoumou Gavouka1
J. P. Makita Madzou1
L'igname Dioscorea a/ala est une spéculation qui intervient après le
manioc et la banane dans la fourniture des hydrates de carbone aux
populations des régions de la grande vallée du Niari. Dans le cadre
d'un programme de recherche sur la sauvegarde de la diversité
génétique et amélioration de cette espèce, une collecte a été entre-
prise dans la partie nord de la région de la Bouenza. Pour deux cul-
tivars de forte consommation, une étude a été menée dans le but
d'évaluer les effets de deux paramètres sur quelques composantes
du rendement. Ces deux paramètres sont l'utilisation des tuteurs et
le poids des semençeaux employés lors du planting. On constate
une augmentation du rendement en tubercules et surtout une réduc-
tion de l'incidence de la maladie (ici l'anthracnose). En utilisant des
semenceaux dont le poids atteint ou dépasse 250 g et des tuteurs au
dessus de 3,50 m, l'incidence de la maladie est réduite de manière
significative et on obtient un rendement optimum en tubercules.
1 Laboratoire de Phytopathologie, département de Biologie et physiolo-
gie végétales, faculté des Sciences, BP 69, Brazzaville, Congo.
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Les viroses de tomate en Tunisie
A. Ben Moussa1 M. Maknil
F. Gorsane1 M. Marrakchil
H. Fakhfakh1
La tomate constitue l'une des plantes maraîchères la plus cultivée
dans le monde. Elle est sujette à diverses maladies fongiques, cryp-
togamiques et surtout virales. En effet, seize groupes de virus diffé-
rents peuvent infecter les cultures de tomates2. Dans le but de
répertorier les principaux agents viraux infectant les cultures de
tomates en Tunisie, des analyses sérologiques ont mis en évidence
13 virus différents appartenant aux groupes suivants, des potyvirus,
des cucumovirus, des tobamovirus, des potexvirus, des tobravirus,
des alfamovirus, des népovirus et des tospovirus avec des taux d'in-
fections variables d'une région à une autre et d'une année à une autre
montrant l'évolution de la propagation de certains virus tels que les
tospovirus. Ces analyses ont montré que le Tobacco etch potyvirus
(TEV) est le virus prépondérant sur les cultures de tomates. L'analyse
biologique et moléculaire des isolats de TEV, déjà identifié sérologi-
quement, a permis leur classement en trois groupes différents en se
basant sur les profils de restriction des amplifiats correspondant à une
séquence du génome comportant la fin de la région codant pour la
polymérase, toute la région de la capside et l'extrémité 3'NTR.
1 Laboratoire de Génétique moléculaire, d'immunologie et de biotechno-
logie, faculté des Sciences de Tunis, Campus, 1060 Tunis, Tunisie.
2 Martelli G. P., Quacquaralli A., 1982 - Vegetable viruses. Acta Horti-
culturae 127 : 39-61.
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Marqueurs moléculaires associés
aux gènes H5 et H22 de résistance
à la mouche de Hesse chez le blé
tendre au Maroc
B. NajimP
N. Boukhatem2
M. Jlibène3
S. El JaafarP
J. M. Jacquemin4
La mouche de Hesse, Mayetiota destructor (Say), est un insecte qui
cause des dégâts considérables chez le blé (Triticum sp.) dans la
majorité des aires de sa production du monde. Au Maroc, les pertes
dues à la mouche de Hesse sont estimées respectivement à 42 % et
32 % pour les cultures du blé tendre (Triticum aestivum) et du blé
dur (Triticum durum). Ces dégâts peuvent aller jusqu'à une perte
totale du rendement si des niveaux d'infestations élevés coïncident
avec le stade jeune de la plante. L'utilisation de cultivars résistants
reste la méthode la plus efficace et la plus économique pour le
contrôle de la cécidomyie, maladie causée par la mouche de Hesse.
27 gènes de résistance désignés Hl à H27 ont été répertoriés jusqu'à
nos jours dont 10 sont montrés très efficaces contre les populations
, Université Moulay Ismaïl, faculté des Sciences, Meknès, Maroc.
2 Université Mohamed 1er, faculté des Sciences, Oujda, Maroc.
3 Inra, Meknès, Maroc.
4 Centre de recherches agronomiques, Gembloux, Belgique.
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marocaines de l'insecte. Lors de notre étude, nous nous sommes
proposés de chercher dans une première étape des marqueurs molé-
culaires liés à des gènes de résistance à la cécidomyie chez le blé
tendre. Nous disposons de deux paires de lignées presque-isogé-
niques dont chacune est constituée par des lignées qui ne diffèrent
que par l'absence/présence du segment du chromosome portant le
locus du gène étudié (H5 ou H22). Ces lignées ont été analysées par
la technique d'AFLP qui présente l'avantage de pouvoir analyser
plusieurs loci en une seule réaction de PCR. Ainsi, en testant une
trentaine de combinaisons de primers, 42 loci polymorphes ont été
détectés (22 liés au gène H22 et 20 au gène H5). La transfonnation
de ces marqueurs AFLP en marqueurs PCR plus faciles à analyser
est entamée et l'étude d'une population F2 est envisagée afin d'éta-
blir les distances génétiques entre les marqueurs détectés et le locus
du gène de résistance correspondant.
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1Amélioration du pool génétique des blés
cultivés par croisement interspécifique
O. Benlhabib1
N. Assalil
E. Picard2
J. Jahier3
L'identification de nouvelles sources de résistance à la Cécidomyie
est une activité permanente dans les programmes de sélection des
blés à cause de l'apparition fréquente de nouvelles races virulentes.
Au Maroc, où les dégâts causés par cet insecte peuvent détruire
totalement la culture, la sélection d'espèces sauvages d'Aegilops
résistantes à la Cécidomyie et leur croisement avec les variétés cul-
tivées localement, est la procédure adoptée depuis quelques années
pour lutter contre ce fléau. L'introgression de gènes sauvages est
basée sur des techniques conventionnelles de castration et de poUi-
nisation manuelles et aussi le sauvetage in vitro d'embryons imma-
tures et leur caractérisation cytogénétique et le dédoublement du
stock chromosomique par traitement à la colchicine. Le programme
prévoit également l'emploi de techniques de culture de microspores
et d' hybridation in situ et d'analyses moléculaires. Les parents et les
descendants interspécifiques sont en cours de caractérisation par
RAPD et microsatellites. Une descendance interspécifique a été
1 IAV Hassan Il, BP 6202, Rabat Instituts 10101, Maroc.
2 Laboratoire Morphogenèse végétale expérimentale, bât. 360, F91405
Orsay cedex, France.
3 Laboratoire de Cytogénétique, Inra Rennes, BP 29 35650, Le Rheu,
France.
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développée par croisement entre certaines espèces d'Aegilops et des
variétés de blé dur et de blé tendre. L'aptitude au croisement inter-
spécifique est un critère contrôlé génétiquement où les caractéris-
tiques des deux parents sont détenninantes. Au-delà de l'aptitude
spécifique, celle variétale ou de l'accession, ainsi que l'effet des
interactions constituent également des facteurs significatifs sur le
rendement. Panni les cinq espèces Aegilops (Ae. squarrosa,
Ae. geniculata, Ae. triuncialis, Ae. ventricosa, Ae. Triaristata)
employées dans ce programme, l'obtention de descendances inter-
spécifiques n'a pas été toujours possible avec certaines espèces. La
compatibilité interspécifique est un facteur incontournable même
avec les nouvelles techniques biotechnologiques d'appui.
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1Production et caractérisation
biochimique de toxine
à parti r de Septoria-tritici
A. Ben Salah1
K. H. SalP
M. Harrabil
La culture de blé dur en Tunisie fait face à beaucoup de problèmes
phytosanitaires dont la Septoriose de blé ; maladie foliaire causée
par un champignon septoria-tritici et entraîne des pertes de produc-
tion considérables allant jusqu'à 50 % pendant les années plu-
vieuses. En effet, ce champignon s'attaque d'abord aux feuilles,
complète son cycle d'infection en quelques semaines et se répète
avec la prochaine chute de pluie pour s'attaquer aux glumes. Les
moyens de lutte chimiques, se faisant par des traitements préventifs
et/ou curatifs avec des fongicides à large spectre, restent les plus
pratiqués. Néanmoins, l'utilisation prolongée de ces fongicides peut
altérer la qualité du blé, du sol et de l'atmosphère environnante.
Face à ces problèmes une nouvelle méthode de lutte biologique
nous semble envisageable. Il s'agit de synthétiser des molécules
biodégradables et spécifiques à la toxine sécrétée par le champi-
gnon. C'est ainsi qu'il nous a paru nécessaire de mener une étude
de caractérisation biochimique de l'agent pathogène. Pour cela nous
avons déterminé dans un premier temps les conditions optimales de
sécrétion, en Erlen-Meyer, des substances toxiques par septoria-tri-
tici pennettant d'obtenir des quantités appréciables pour la purifi-
cation et la caractérisation biochimique de ces substances. Nous
1 Laboratoire de Génétique et d'amélioration des plantes, Inat, 43 av.
Charles Nicolle, 1082 Tunis, Tunisie.
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disposons d'un test rapide et fiable pour la mesure de la toxicité sur
des protoplastes purifiés à partir de mésophylle foliaire de blé. De
même, nous avons pu mettre au point quelques étapes de purifica-
tion de toxine à partir de leur milieu de culture. Une fois purifée, la
détermination de la structure chimique de la toxine nous permettra
de mieux cibler les traitements adéquats contre cette maladie.
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Analyse RAPD et microsatellite
de quelques lignées résistantes
et variétés sensibles à Pyrenophora
teres chez l'orge
w. Ben Hamida1
s. Hamza1
M. HarrabP
Une analyse du polymorphisme moléculaire utilisant les marqueurs
RAPD et microsatellites a été réalisée sur trois lignées résistantes
(1 a, 90a et 151) et deux variétés sensibles (Rihane et Roho) à
Pyrenophora teres chez l'orge. Parmi 100 amorces utilisées pour
l'analyse RAPD, 20 ont produit des profils polymorphes avec un
total de 46 bandes polymorphes et 35 bandes monomorphes (56,8 %
et 43,2 % respectivement). L'analyse du polymorphisme avec 35
marqueurs microsatellites a permis l'obtention de 15 profils poly-
morphes. Les dendrogrammes obtenus après analyse par groupe-
ment des données RAPD et microsatellites sont différents. Ces
résultats indiquent que chez l'orge l'information phylogénétique
obtenue à l'aide de marqueurs RAPD et microsatellites n'est pas
équivalente. Cependant les distances génétiques entre les variétés
sensibles et les lignées résistantes révèlent par analyse des données
des deux méthodes utilisées que la lignée 90a et la variété Rihane
sont génétiquement les plus éloignées. Ainsi la population haplodi-
ploïde issue du croisement 90a x Rihane est proposée pour la carto-
graphie des marqueurs RAPD et microsatellite dans le but
d'identifier des QTLs de résistance à Pyrenophora teres.
1 Laboratoire de Génétique et de la résistance aux maladies, Inat, 43 av.
Charles Nicolle, 1082 Tunis, Tunisie.
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Étude de l'expression du gène
VR-ERE chez la vigne
V. Legrand1
S.Dalmayrac1
S. Colrat1
J. Fallot1
J. P. Roustan1
Le gène VR-ERE, cloné chez Vigna radiata, code pour une enzyme,
nommée eutypine réductase, capable d'inactiver l'eutypine. Cette
toxine est produite par Eutypa lata, champignon parasite respon-
sable de l'eutypiose chez la vigne, et joue un rôle important dans
l'expression des symptômes de la maladie. L'eutypiose est une des
plus graves maladies de dégénérescence de la vigne, affectant un
grand nombre de vignobles à travers le monde. L'objectif de nos tra-
vaux a été d'étudier l'expression du gène VR-ERE chez la vigne.
L'ADNc VR-ERE a été introduit dans la vigne via Agrobacterium
tumefaciens. L'analyse du comportement in vitro des plantes trans-
géniques régénérées, vis-à-vis de l'eutypine, a été réalisée grâce à la
mise en œuvre de différents biotests. Les résultats montrent claire-
ment que l'expression du transgène VR-ERE permet de conférer
une plus grande tolérance à l'eutypine. Chez ces plantes, l'activité
eutypine réductase est fortement augmentée et l'eutypine intracel-
lulaire inactivée. Ces résultats indiquent que le gène VR-ERE est un
bon candidat pour conférer une plus grande tolérance à l' eutypine.
Cependant, la fonction physiologique de ce gène demeure inconnue
1 École nationale supérieure agronomique de Toulouse, UMR 990 InralINP-
Ensat, av. de l'Agrobiopole, BP 107, 31326 Castanet cedex, France.
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et devra être précisée. La disponibilité de ce gène, la maîtrise des
outils biotechnologiques relatifs à la vigne, ouvrent des perspectives
nouvelles pour étudier les interactions entre Eutypa Lata et la vigne.
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1Embryogenèse somatique
et transformation génétique
de variétés autochtones de vigne
B. Bouamama1
A. MlikP
A. Fnayou1
A. GhorbeP
Des embryons somatiques ont été obtenus à partir de graines imma-
tures de douzes variétés autochtones de vigne. Les graines désin-
fectées ont été sectionnées et mises en culture sur milieu NN-69
contenant différentes combinaisons d'auxines (2,4-D ou ANA) et de
cytokinines (BAP ou Kin). Deux semaines après culture à l'obscu-
rité, la majorité des variétés ont développé des cals, quelles que soit
les combinaisons hormonales employées. Tous les cals n'étaient pas
nécessairement embryogènes. Mais, dans tous les cas de figure, les
explants ont été maintenus, depuis leur mise en culture jusqu'à l'ob-
tention d'embryons somatiques matures, sur le même milieu de cul-
ture de départ. L'obtention d'embryons somatiques matures et
normaux a été accomplie en un temps plus court avec l'ANA
qu'avec le 2,4-D. L'utilisation d'un milieu de culture unique et
l'emploi de l'ANA comme auxine constituent la particularité de ce
travail de recherche. Les cals embryogènes et les embryons soma-
tiques matures obtenus ont été utilisés pour des essais de transfor-
mation génétique. Trois souches d'Agrobacterium tumejaciens ont
été employées pour transférer le plasmide binaire pBIN19 porteur
1 Laboratoire d'Adaptation et d'amélioration des plantes, Imst, BP 95,
2050 Hammam-Lit, Tunisie.
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des gènes rapporteur et de sélection GUS et NPTII. Avant leur ino-
culation par la bactérie, les cals et les embryons somatiques ont été
blessés par de la poudre de à l'aide d'un canon à particules. Cette
combinaison biolistique et agroinfection a été très bénéfique pour la
transformation des embryons somatiques. En effet, quelques jours
après la transformation, le test histochimique GUS s'est révélé posi-
tif. Tous les génotypes ont été transformés et la souche pGV2260
s'est révélée très virulente. Les cals embryogènes se sont montrés
moins oxydés et nécrosés que les embryons somatiques. Ces résul-
tats, obtenus pour la première fois sur les variétés tunisiennes de
vigne, sont très encourageants et ouvrent la voie devant l'améliora-
tion génétique de ces variétés locales en voie de dégénérescence.
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Localisation des variations
endogènes d'une phytohormone
une approche indirecte
C. Thomas1
G. Hahne1
Un problème général lors de l'étude de processus physiologiques
n'impliquant que quelques cellules au sein d'un tissu est l'interpréta-
tion à l'échelle cellulaire du rôle de signaux inducteurs tels que les
phytohormones. La production de tournesols transgéniques exprimant
un promoteur inductible aux auxines fusionné aux gènes rapporteurs
GUS ou GFP doit permettre une localisation fine de la distribution
des auxines au sein des différents tissus. Une telle démarche nous per-
mettra de progresser dans la compréhension du rôle de ce groupe de
phytohormones dans le déclenchement d'une morphogenèse induite à
partir de quelques cellules de l'embryon zygotique immature de tour-
nesol (Helianthus annuus L.) cultivé in vitro.
1 Institut de biologie moléculaire des plantes, 12, rue du général Zimmer,
67084 Strasbourg cedex, France.
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1Statut mycorhizien du chêne-liège
(Quercus suber) et dynamique
de la symbiose au cours des saisons
A. Fraga-Beddiar1
S. Abda1
Dans la Numidie orientale, les forêts de chêne-liège jouent un rôle
socio-économique, écologique et récréatif de premier ordre.
Cependant, chaque année, la superficie de ces forêts se réduit
sérieusement. Outre la sécheresse, de nombreux facteurs vont à
l'encontre de la pérennité des subéraies (surpâturage, gaulage des
glands, mauvaise exploitation du liège, mauvaise régénération, dépé-
rissement de l'arbre ... ). Aujourd'hui, la reconstitution des subéraies
s'avère nécessaire; par conséquent, augmenter les possibilités de
l'arbre à lutter contre les agents extérieurs s'avère plus que néces-
saire. Nombreuses études sur les symbioses mycorhiziennes ont
montré l'importance du rôle joué par les ectomycorhizes vis-à-vis
de ces facteurs du milieu. De ce fait, une étude exhaustive des ecto-
mycorhizes du chêne-liège dans les conditions naturelles est obliga-
toire. Dans cette optique, nous nous sommes proposés d'étudier le
statut mycorhizien du chêne-liège dans trois régions différentes du
Nord-Est algérien. Les résultats montrent que le chêne-liège peut
s'associer symbiotiquement à au moins 14 champignons différents.
La collecte de carpophores confrontée à des observations microsco-
piques d'ectomycorhizes montrent que les champignons associés au
chêne-liège appartiennent aux genres Lactarius, Laccata,
Hebeloma, Boletus, Pisolitus, etc. Par ailleurs, l'étude saisonnière
1 Faculté des Sciences, universite Badji Mokhtar, BP12, 23000 Annaba,
Algérie.
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du statut mycorhizien du chêne-liège dévoile une dynamique de
l'infection des racines par les endophytes qui leurs sont associés. En
effet, la mycorhization semble diminuer en été et en hiver et aug-
menter en automne et au printemps. Certaines mycorhizes persistent
toute l'année. Les types de mycorhizes présents dans ces sols ne
sont probablement pas les plus performants, il convient donc d'iso-
ler des souches permettant à l'arbre une meilleure croissance, une
bonne résistance aux maladies et aux stress, et surtout un meilleur
rendement dans les reboisements.
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1Mécanismes de résistances aux
virus chez les plantes transgéniques
c. DutilleuP
E. Lainé1
Depuis quelques années des variétés végétales résistantes à certains
virus sont créées par transgenèse. Contrairement aux résistances aux
insectes ou aux cryptogames (qui reposent principalement sur la syn-
thèse de protéines « agressives» pour le pathogène), la résistance d'une
plante transgénique à un virus est obtenue par des moyens très variés.
Quelques transgènes utilisés sont d'origine végétale; il s'agit de gènes
de résistance impliqués dans la reconnaissance du pathogène et déclen-
chant une nécrose localisée autour du point d'entrée du virus. Mais les
transgènes proviennent le plus souvent du virus pathogène lui-même.
S'il s'agit d'un mécanisme nécessitant la synthèse d'une protéine, on
fait appel à des gènes viraux codant pour des protéines de l'enveloppe
du virus ou des protéines de mouvement ou encore la réplicase virale;
ces gènes sont éventuellement modifiés pour conduire à la synthèse
d'une protéine non fonctionnelle, que ce soit pour une meilleure résis-
tance ou pour limiter les risques découlant de la transgenèse. La syn-
thèse d'une protéine n'est pas toujours requise, en effet de nombreux
mécanismes de résistance font intervenir des interactions entre acides
nucléiques dérivés du transgène et acide nucléique du virus à com-
battre. C'est le cas lorsque la résistance est basée sur des mécanismes
de co-suppression ou sur la présence de séquence correspondant à des
ARN satellites ou défectifs. Enfin, les propriétés catalytiques que pos-
sèdent certains ARN, les rybozymes, sont mises à profit pour lutter
directement contre les acides nucléiques des virus et des viroïdes.
1 Université de Picardie, UFR Sciences, 33, rue Saint-Leu. 80039 Amiens
cedex. France.
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1Transgenèse : gestion des risques
et attentes des consommateurs
N. Fraselle1
S. El Jaafarl2
La transgenèse qui offre des perspectives intéressantes très diverses
suscite de nombreuses interrogations quant à ses répercussions
éventuelles sur l'environnement et la santé des consommateurs.
L'évolution des techniques d'isolement, de manipulation et de
transfert des gènes a été très rapide mais il subsiste encore un cer-
tain nombre d'inconnues aux divers niveaux des protocoles. C'est
ainsi que des objectifs initialement appliqués ont débouché sur des
problématiques très fondamentales de fonction de gènes ou de leur
promoteur en termes physiologiques ou de compréhension des
effets produits par l'expression d'un gène étranger dans une plante
transgénique. La gestion des risques est compliquée vu les
contraintes réglementaires et les limites des différentes méthodes
employées pour l'estimation de ces risques. L'usage des biotechno-
logies engendre des effets imprévisibles. Dans le domaine alimen-
taire, médical et environnemental, il est nécessaire de prendre des
précautions sans attendre l'existence de certitudes scientifiques et
en dépit des conséquences économiques possibles. Si le principe de
prévention conduit à anticiper des risques connus ou prévisibles, le
principe de précaution, établi dans le traité de Maastricht de 1992,
concerne les stratégies de gestion de l'incertitude et de l'inconnu,
lorsque le dommage n'a encore ni existence ni consistance.
1 Centre de droit de la consommation, faculté de Droit, université catho-
lique de Louvain, Louvain-La-Neuve, Belgique.
2 Laboratoire de Biotechnologie et amélioration des plantes, faculté des
Sciences, université Moulay Ismaïl, Meknès, Maroc.
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Comment agir, de manière différenciée, à l'égard de ces deux prin-
cipes ? La mise en œuvre de processus d'autorégulation et le par-
tage des responsabilités entre les producteurs et les consommateurs
doivent prendre des orientations qu'il convient d'examiner. Pour les
consommateurs, la perception de la qualité des produits se trouve
empreinte de considérations morales et émotionnelles à l'égard des
biotechnologies. L'évolution profonde des valeurs et de leurs
attentes affecte le marché à plusieurs égards. Des liens nouveaux
entre les acteurs économiques se construisent et méritent d'être mis
en lumière.
Poslers
1Les organismes génétiquement
modifiés et l'avenir des ressources
phytogénétiques en A'frique
J. Zoundjihékpon1
Ces dernières années, les organismes génétiquement modifiés
(OGM) ont fait leur entrée sur le marché international. Ces orga-
nismes sont issus des travaux de la recherche scientifique menée au
Nord et creusent davantage le fossé déjà grand entre la recherche
scientifique des pays du Nord et celle des pays du Sud, notamment
la recherche scientifique en Afrique, au sud du Sahara. Par ailleurs,
lesdits OGM ont soulevé une vive réaction de la part des consom-
mateurs européens et engendré un débat international, duquel
\' Afrique est pratiquement absente. Or, les chercheurs du Nord, pro-
moteurs des OGM, et les multinationales prétendent qu'ils sont des-
tinés à nourrir les populations des pays du Sud, et surtout d'Afrique.
Parallèlement à ce qui précède, les travaux de la FAO et de l'IPGRI
(International Plant Genetic Resources Institute) indiquent claire-
ment que les ressources phytogénétiques africaines sont encore mal
exploitées pour les besoins de l'alimentation et de l'agriculture, et
l'on parle ainsi de « plantes négligées ou sous-utilisées ». Ceci
reflète bien la réalité, vu la faiblesse des programmes nationaux sur
les ressources phytogénétiques en Afrique en général, et particuliè-
rement en Afrique de l'Ouest et du Centre. Les généticiens et les
sélectionneurs nationaux disposent de peu de moyens pour l'ex-
ploitation et l'utilisation durable des ressources phytogénétiques
africaines. Dans ce contexte, les OGM tels que conçus actuelle-
ment, constituent une menace pour les ressources phytogénétiques
1 Consultant, 06 BP 6403, Abidjan 06, bd Latrille, lm. Sococe, Côle d'Ivoire,
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en Afrique. En effet, leur introduction sur ce continent marginali-
sera davantage les ressources phytogénétiques, en particulier celles
destinées à l'alimentation et à l'agriculture, et qui sont pour la plu-
part encore négligées ou sous-utilisées. Néanmoins, si les biolo-
gistes moléculaires d'un côté et les décideurs politiques de l'autre,
chacun en ce qui le concerne, essayaient de mettre l'intérêt national
de chaque pays africain au-dessus de l'intérêt personnel, la situation
pourrait s'améliorer. Les ressources biologiques ne connaissant pas
de frontières géographiques, la coopération sous-régionale ou
régionale devrait être également prise en compte. Ainsi, l'on pour-
rait tirer profit des outils des nouvelles biotechnologies pour une
utilisation durable des ressources phytogénétiques, ce qui contri-
buerait à assurer une meilleure sécurité alimentaire en Afrique.
Posters
1Transformation génétique
du riz via Agrobacterium :
un outil pour l'amélioration variétale
et des études modèles de génomique
E. GuiderdonP J.-P. Brizard2 M. Royer1
M. Bès1 C. Gay3 C. Sallaud1
E. Bourgeois1 D. Meynard1 L. Vila Ujaldon4
J. C. Breitler1 M. Portefaix3 J. Van BoxteP
En utilisant une procédure améliorée de transformation avec
Agrobacterium tumefaciens et des vecteurs pCambia portant les
gènes rapporteurs gusA et gfp, 90-100 % des cals embryogènes
cocultivés de variétés modèles (Taipei309, Nipponbare, Zhong
Zu032 1) produisent chacun une moyenne de 5 lignées résistantes à
l'hygromycine présentant une activité GUS et GFP. 50 à 60 % des
lignées résistantes régénérent des plantes: l'analyse moléculaire par
Southern de ces plantes a montré qu'elles représentent à 90 % des
événements indépendants de transformation et que 30-50 % d'entre
elles ont intégré une seule copie de l'ADN-T. Ce système de trans-
formation est utilisé de façon routinière pour produire, dans des
variétés d'intérêt agronomique, des plantes transgéniques ayant
intégré des gènes à propriété insecticide (gènes d'endotoxine
crylAa et cry lB, gènes d'inhibiteurs de protéases végétaux) ou des
1 Programme Biotrop et Protection des cultures, Cirad-Amis, BP5035,
34032 Montpellier cedex 01, France.
2 Laboratoire Genetrop, IRD, BP 5045,34032 Montpellier cedex 01, France.
3 Inra-Ensam, 2 place Viala, 34060 Montpellier cedex 01, France.
4 CID-CSIC, Jordi Girona 18, 08034, Barcelona, Espagne.
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gènes intervenant dans la production d'osmolytes ou l'homéostasie
des ions et devant conférer une osmolhalotolérance accrue. Des
plantes transgéniques du cultivar modèle Nipponbare ayant intégré
des construits ponant les systèmes de transposons à deux compo-
santes du maïs AcfDs et En/Spm ont également été obtenues. Le
caractère fonctionnel des deux systèmes a été démontré dans le riz
permettant d'envisager leur utilisation comme outil de génétique
inverse chez cette plante. Les principaux résultats de ces études, qui
sont menées dans le cadre de trois projets financés par la commis-
sion des Communautés européennes, seront présentés.
Posters
1Régulation transcriptionnelle du
promoteur Mas2' par des blessures
et par des phytohormones
chez la chicorée transgénique
M. Abid1-2
A. Belabed2
s. Rambour1
Les feuilles de chicorées transformées par la construction
pGSGLUCI où le gène uidA est sous le controle du promoteur Mas 2'
ont été blessées ou traitées par l'ABA ou le 2,4-D utilisé à 10 mgl- I et
incubé sur le milieu de M S pendant 3, 6, 9 et 12 h. Les tests fluo-
rimétrique et histochirnique montrent une augmentation de l'acti-
vité GUS 6 h après le traitement. Afin de vérifier si cette forte
activité réflète une élévation du taux transcriptionnel, un Northem
blot est réalisé sur les ARN totaux et hybridé avec les sondes uidA
et B-tubulin aux mêmes conditions de traitements. Le taux des trans-
crits des ARN messagers codant le gène de la B-glucuronidase est
élevé dès 3 h de traitement. L'application du 2,4-D, auxine synthe-
tique, augmente remarquablement les ARN messagers des transcrits
uidA. Le promoteur mas 1'2' contient des éléments consensus
auxine inductible. L'auxine peut agir en modifiant les complexes
transcriptionnels préexistant. L'ABA et les blessures provoquent
une accumulation des transcrits uidA. L'accumulation des ARN est
1 Laboratoire Physiologie et génétique moléculaire végétale, bât. SN2,
59655 Villeneuve d'Ascq, France,
2 Laboratoire Amélioration et productions végétales, université Med 1er•
faculté des Sciences Oujda, Maroc,
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souvent attribuée à une protection des cellules contre des attaques
parasitaires comme les nématodes. Le promoteur Mas est un outil
valable pour obtenir des plantes résistantes et l'étude de l'induction
de l'expression génique permet à l' habilité biotechnologique de
parachever son potentiel économique.
Poslers
1Biodétection de la pollution
plombique d'origine automobile
dans la région d'Annaba (N.-E. Algérie)
A. Alioua1
A. Semadi1
Les différentes composantes de l'environnement réagissent à la pol-
lution atmosphérique de manières différentes, les végétaux et plus
particulièrement les lichens présentent souvent des altérations mor-
phologiques, structurales et physiologiques bien avant que n'appa-
raissent les moindres symptômes chez les animaux y compris chez
l' homme. Cette propriété des lichens qui sont considérés comme
bio-indicateurs de marque a été utilisée dans de nombreuses recher-
ches dans la localisation des pollutions atmosphériques notamment
la pollution plombique et ce depuis les années 70. En Algérie et sur-
tout dans la région de Annaba, il existe depuis plusieurs années un
problème progressif de pollution atmosphérique lié à un réseau rou-
tier important. Ainsi notre travail apporté sur la détection de la pol-
lution plombique automobile le long de trois grands axes routiers
desservant l'agglomération d'Annaba en utilisant aussi bien des
transplants de lichens, placés à différentes distances par rapport aux
axes routiers que des espèces phanérogamiques in situ.
Mots-clés: Biodétection - Pollution plomb - Automobile - Lichen-
Phanérogames - Annaba - Algérie.
1 Département de Biologie, faculté des Sciences, univers~é d'Annaba, Algérie.
~ 813
814 ~ Des modèles biologiques à l'amélioration des plantes
Impact du plomb
sur les caractéristiques morpho-
physiologiques et biochimiques
de Triticum durum et Aestivum
M. Bouzeraa1
A. SemadP
Devant l'importance de dégâts que fait subir à l'environnement le plomb
d'origine automobile et sachant que les terres agricoles sont traversées
pour la plupart par des axes routiers, un grand intérêt s'attache à l'identi-
fication de l'impact de la pollution plombique et de ses mécanismes d'ac-
tion sur les cultures stratégiques installées le long des routes à grande
circulation. La priorité dans la recherche sera donnée aux cultures céréa-
lières plus particulièrement le blé, de par les grandes superficies qu'il
occupe et les possibilités qu'il offre dans les domaines nutritionnels, tech-
nologiques et économiques. Notre contribution à cette recherche sera
insérée dans un contexte physiotoxicologique portant sur la détermina-
tion des réactions posées en tennes d'altération morphologiques et de
déséquilibre dans les rapports existant entre les constituants nonnaux des
cellules de deux espèces de blé: blé dur ou Triticum durum et blé tendre
ou Triticum aestivum, soumises à une pollution plombique. La compa-
raison de sensibilité interspécifique, la comparaison des effets de deux
mondes de contamination, par l'air et par le sol, la détennination d'éven-
tuels mécanismes de tolérance au plomb chez l'espèce la plus résistante
constitueront l'objectif de cette investigation.
Mots-clés: Pollution - Plomb - Physiologie - Biochimie - Blé.
1 Département de Biologie, faculté des Sciences, universijé d'Annaba, Algérie.
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1Effet du phosphate sur la croissance
des rhizobiums nodulant le haricot
et son interaction avec les deux
partenaires en symbiose
M. E. A OuanP
M. Jebara1
N. LahyanP
La croissance de cinq souches rlùzobiales nodulant le haricot, appartenant
aux espèces Sinorhizobium fredii, R. tropici, R. leguminosarum, R. etli et
R. gallicum, est affectée différemment à 60 /lM de phosphate au bout de
24 h de culture sur milieu liquide. À cette même concentration, toutes les
bactéries sauf celle appartenant à S. fredii parviennent à une croissance
normale au bout de 48 h, montrant une capacité de mobilisation des res-
sources phosphatées insuffisantes dans le milieu. Les cinq souches pré-
sentent des niveaux différents de tolérance à des doses supraoptimales de
400 et 600 /lM. L'inoculation des cultivars de haricot CocoT et BAT477
par trois souches différentes l2a3, 31 c3 et Ciat899 appartenant respecti-
vement aux espèces R. etli, R. leguminosarum et R. tropici, et leur culture
sous traitements phosphatés, montre une interaction significative souches
x traitement phosphaté et cultivars x traitement phosphaté. La souche
12a3 serait la plus infective et le cultivar CocoT nodulerait mieux que
BAT477. La supériorité de la production de biomasse des parties
aériennes avec la souche 3lc3 indiquerait plutôt une moindre inhibition
par l'installation nodulaire qu'une efficience de la souche elle-même.
Mots-clés: Phaseolus vulgaris - Rhizobium - Interaction souche x
cultivar - Nodulation - Phosphate.
1 LAF 310, laboratoire Adaptation et amélioration des plantes, Institut natio-
nal de recherche scien1ifique et technique, BP 95, 2050 Hammam L~, Tunisie.
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1Casuarina glauca :
micro-propagation des plantules
haploïdes issues des graines
à double embryons
N. Bendaou1
A. B. Chlyah1
H. Chlyah1
Casuarina glauca est un arbre dioïque actinorhizien particulière-
ment résistant à la salinité. Beaucoup d'études ont montré l'utilité
de ces arbres en agriculture, en agroforesterie et en foresterie, en
particulier sur la fertilité des sols et l'amélioration des rendements
grâce à leurs capaci tés à fixer l'azote atmosphérique. Les inflores-
cences femelles sont produites sous forme de petits cônes qui à
maturité s'élargissent et se ligrùfient. Les graines sont des samares
dont la taille ne dépasse pas 2 mm. Casuarina glauca est une espèce
diploïde (n = 9) présentant occasionnellement une polyembryonie.
En effet, certaines graines possèdent des embryons jumeaux, après
étude et dénombrement chromosomiques, ces graines ont montré
qu'elles sont haploïdes-diploïdes. L'extraction des embryons
jumeaux et leur mise en culture dans le milieu de Hoagland dilué au
quart a permis l'obtention de quelques plantules haploïdes. La mul-
tiplication par micro-propagation a été réalisée sur les épicotyles de
ces jeunes plantules. Des explants de l à 2 cm sont mis en culture
sur le milieu de Woody Plant Medium (WPM) additionné de char-
bon actif (2-5 et 10 mgll) en présence ou en absence de la benzyl-
aminopurine (BAP) 0,5 à 5 mgll. Chaque expiant développe après
1 Département de Biologie, faculté des Sciences, BP 1014, Rabat, Maroc.
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3 mois de culture plusieurs rameaux au niveau des nœuds. Chaque
rameau néoformé est isolé puis enraciné sur un milieu de rhizoge-
nèse contenant 3 mg/l de l'acide-indolyl-butyrique (AlB). Les plan-
tules obtenues sont traitées par de la colchicine afm de doubler leur
stock chromosomique avant leur transfert en pots pour acclimata-
tion.
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1Mobilisation du Burkina phosphate
par des jujubiers (Zizyphus mauritiana
Lam.) mycorhizes dans un sol acidi'fié
avec de la tourbe
T. Guissou1
A. M. Bâ2
s. Guinko3
C. Plenchette4
R. Duponnois5
Les effets des mycorhizes à arbuscules et du Burkina phosphate
(BP) ont été étudiés chez le jujubier (Zizyphus mauritiana Lam.),
arbre fruitier à usages multiples. Les jujubiers ont été inoculés ou
non avec Glomus manihotis Howeler, Sieverding et Schenck. Les
plants ont été cultivés dans un sol acidifié avec de la tourbe (pH 5,0)
et déficient en P assimilable (2,18 IJg/g, Bray-I) auquel 5 doses de
BP (12 % de P205) ont été apportées (0,00 ; 0,31 ; 0,62 ; 1,25 et
2,50 g P/kg de sol). Les résultats montrent que la mycorhization a
un effet positif sur la croissance en hauteur et la biomasse totale des
jujubiers. La mobilisation du P du sol et du BP est faible chez les
1 Laboratoire de Microbiologie forestière. IneralDPF-CNRST, BP 7047,
Ouagadougou 03, Burkina Faso.
2 IsralDRPF, BP 2312, route de Hann, Dakar, Sénégal.
3 Université de Ouagadougou, Fast, BP 7021, Ouagadougou 03,
Burkina Faso.
4 Inra, station d'Agronomie, 17 rue Sully, 21034 Dijon cedex, France.
5 Laboratoire de Bio-Pédologie, IRD, BP 1386, Dakar, Sénégal.
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jujubiers non mycorhizés. Chez les plants mycorhizés, la forte
absorption du P à la dose de 0,31 g Plk:g de sol provient du P libéré
par le BP. À cette dose de BP, la forte absorption du N, Pet K n'a
pas amélioré la croissance des plants mycorhizés. La dépendance
mycorhizienne des plants diminue fortement avec l'augmentation
des doses de BP. Ces résultats suggèrent que le sol acide est favo-
rable à la dissolution du BP et l'utilisation du P du BP et du sol est
plus efficace chez les jujubiers mycorhizés.
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1Du colza (Brassica napus)
à l'arabette (Arabidopsis thaliana)
étude d'une interaction mutualiste
plante-rhizobactérie
S. Mantelïn1 O.Domergue1
M. Larcher1 H. Bertrand1
Y. Prin1 J. C. Cleyet-MareP
La rhizosphère constitue une zone d'échanges intenses entre la
plante et le sol environnant. On y trouve sur le plan biologique de
nombreux micro-organismes dont des bactéries diazotrophes non-
symbiotiques capables de promouvoir la croissance des plantes.
Leur action peut avoir pour effet de favoriser l'absorption minérale
du végétal. Cela passe alors par l'activation transcriptionnelle et/ou
fonctionnelle de certains transporteurs et/ou une augmentation de la
surface du système racinaire. Dans ce dernier cas, l'architecture
globale peut être modifiée ainsi que le développement des poils
racinaires, zone d'échange privilégiée dans l'absorption minérale.
Isolée à partir de racines de colza (Brassica napus), la souche bac-
térienne 29.15 fait partie de cette dernière catégorie. Elle améliore
respectivement de 66 et 52 % la croissance des parties aériennes et
racinaires du colza. Cette bactérie favorise également l'absorption
de nitrate en conditions contrôlées et la teneur en azote des parties
aériennes au champ. Ces résultats soulignent l'intérêt de l'étude des
mécanismes bactériens impliqués dans les effets constatés ainsi que
la caractérisation de la réponse induite chez la plante. L'appar-
1 Laboratoire des Symbioses tropicales et méditerranéennes, laboratoire
commun IRD, Clrad, Inra, Agro-Montpellier, campus international de
Baillarguet, TA10-J, 34398 Montpellier cedex 5, France.
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tenance du colza et d'Arabidopsis thaliana à la même famille bota-
nique (Brassicacées) fait de cette dernière un modèle idéal dans
l'étude des modifications observables chez le végétal. En particu-
lier, la comparaison de cartes génétiques établies sur les génomes
d'Arabidopsis et des Brassica indique que le transfert d'informa-
tions Arabidopsis-Brassica est envisageable. Le colza devrait ainsi
bénéficier rapidement des informations acquises sur le génome
d'Arabidopsis. De plus, on dispose pour A. thaliana, choisie comme
modèle d'étude en biologie du développement chez les dicotylé-
dones, d'une collection étendue de mutants ainsi que de banques
d'étiquettes de séquences exprimées (ESTs). L'objectif du travail
présenté était dans un premier temps de caractériser la souche
29.15, puis d'observer l'effet de l'inoculation sur le développement
des poils racinaires. Le séquençage de l'ARN 16S a révélé que la
bactérie 29.15 appartenait au genre Phyllobacterium du groupe
alpha des Protéobactéries. Les observations morphologiques de
l'effet de la bactérie sur la plante ont été réalisées localement au
niveau de la zone inoculée chez des plantules de 10 jours, soit trois
jours après le dépôt d'une suspension bactérienne à l'apex de la
racine principale. L'inoculation a provoqué une augmentation signi-
ficative et localisée de la longueur et de la densité des poils raci-
naires. L'intensité des modifications observées se trouvait corrélée
à la quantité de bactéries présentes dans l'inoculum. La proliféra-
tion des poils racinaires semble se traduire au niveau cellulaire à la
fois par une augmentation du nombre de poils émergeants ainsi que
par une expression ectopique des trichoblastes. L'objectif à venir est
de corréler les modifications phénotypiques induites par la bactérie
à une variation de l'activité de gènes particuliers. Une approche
gène-candidat permettra alors d'exploiter les données recueillies
chez Arabidopsis pour l'étude de l'interaction rhizobactérie-colza.
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Les sous-unités gluténines de haut
poids moléculaire: des marqueurs
protéiques de la qualité boulangère
chez le blé
O. Benzakour1
S. El Jaafarl1
M. Boujnah2
Les sous-unités gluténines à haut poids moléculaire (SC-HPM) de
57 cultivars de blé tendre ont été identifiées après séparation par
électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence du SDS (SDS-
Page) et corrélées aux paramètres technologiques. Dix bandes de
SCHPM ont été décelées (1,2*, 17-18,7,8,9,5,10,2,12) avec une
dominance du diagramme électrophorétique 2*, 17-18,5,10.
L'analyse corrélative des sous-unités gluténines de haut poids molé-
culaire nous a permis de constater l'association significative et posi-
tive de la bandes 1 (p < 0,05) avec ISDS et ISDSS. Pour la bande
nulle, elle est significativement liée mais négativement à l'indice
ISDS (p < 0,01). Les bandes 7 et 9 ont montré une corrélation néga-
tive et significative à la teneur en protéines (p < 0,05) alors que la
sous-unité 17-18 est associée positivement et significativement à
cette dernière. En comparaison aux SCHPM 5+10, la combinaison
2+ 12 agit négativement sur la qualité boulangère des variétés analy-
sées puisqu'elle est négativement et significativement corrélée à l'in-
1 Laboratoire de Biotechnologie et amélioration des plantes, laculté des
Sciences, université Moulay Isma'il, BP 4010, Béni M'hamed, Meknès,
Maroc.
2 Département de Technologie agro-alimentaire, Institut national de la
recherche agronomique. BP 415, Rabat. Maroc.
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dice de sédimentation ISDS (p < 0,05). Le score de qualité Glu-I est
hautement el positivement corrélé (p < 0,00 1) avec le test de sédimen-
tation SDS. Les deux scores de qualité Glu-A 1et Glu-D]
(p < 0,05) sont significativement corrélés au test de sédimentation SDS
alors que le score de qualité Glu-B l n'a aucun effet sur ce dernier.
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1Caractères physiologiques
de tolérance à une déficience ferrique,
induite par le bicarbonate, chez le pois
K. Zribil
M. G. HarsallP
M. Hajji2
Les sols calcaires sont très répandus en ThIÙsie, surtout dans les régions
du Nord. Le bicarbonate qu'ils contiennent en quantité relativement
importante constitue un facteur limitant pour la croissance des plantes;
il induit certaines carences minérales, notanunent la carence ferrique.
Son effet est plus ou moins accentué selon l'espèce et la variété. Chez
le pois, par exemple, une étude d'exploration de la tolérance à la défi-
cience en fer induite par le bicarbonate a montré l'existence d'un culti-
var tolérant : Merveille de Kelvedon et d'un cultivar sensible :
PS210713. La comparaison de ces deux variétés, après un mois de cul-
ture en conditions contrôlées sur une solution nutritive additionnée ou
non de bicarbonate (NaHC03, 10 mM), a révélé trois caractères de
tolérance: (i) Le rapport RIPA est augmenté par le bicarbonate beau-
coup moins chez le cultivar tolérant que chez le cultivar sensible ;
(ü) Le transport du fer vers la partie aérienne de la plante est diminué
par le bicarbonate beaucoup moins chez le cultivar tolérant, le fer étant
bloqué au IÙveau de l'apoplaste des racines. Ce phénomène est moins
marqué chez le cultivar tolérant; (iii) L'efficience d'utilisation du fer
dans la partie aérienne est nettement meilleure chez le cultivar tolérant.
1 Laboratoire Adaptation et amélioration des plantes, INRST, BP 95,
2050 Hammam-Lif, Tunisie.
2 Département de Biologie, faculté des Sciences de Tunis, campus uni-
versitaire, 1060 Tunis, Tunisie.
Poslers
1Variabilité de la sensibilité au sel
chez Arabidopsis thaliana
N. LabidP
M. LachaâP
M. Hajji2
C. Grlgnon3
Arabidopsis thaliana est considérée comme une espèce sensible à
NaCI. L'objectif de cette étude est de préciser la variabilité de cette
sensibilité entre les écotypes de cette plante, et de rechercher une
éventuelle corrélation avec les activités enzymatiques antioxy-
dantes. Deux expériences sont réalisées. Dans la première, qui a
pour objectif de sélectionner l'écotype le plus tolérant à NaCl, cinq
écotypes sont cultivés en présence de NaCI (35 mM) depuis le stade
hampe florale jusqu'à la maturation des graines. Aucune variabilité
n'apparait chez ces écotypes pour le nombre de graines par plante
et la masse moyenne d'une graine. Parmi ces écotypes, WS est le
plus tolérant. La culture en présence de sel augmente la viabilité de
ses graines de 250 % par rapport aux témoins cultivés en absence de
NaCI. Elle ne modifie pas la viabilité des graines de l'écotype COL,
et elle réduit de plus de 50 % celles des graines des écotypes LER,
N273 et NW40. La deuxième expérience a pour objectif de compa-
rer les activités de superoxyde dismutase et de péroxydes catho-
diques dans les feuilles rosettes des cinq écotypes cultivés en
1 Institut national de recherche scientifique et technique, BP 95, 2050
Hammam Lif, Tunisie.
2 Département de Biologie, faculté des Sciences de Tunis, campus uni-
versitaire, 1060 Tunis, Tunisie.
3 Biochimie et physiologie moléculaire des plantes, Ensa-Mllnra, 34060
Montpellier cedex 1, France.
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présence de NaCI 50 mM. Chez l'écotype le plus tolérant (WS),
l'activité des péroxydases cathodiques et de superoxyde dismutase
augmente significativement. Chez les autres écotypes, on enregistre
une inhibition ou une très faible augmentation de l'activité des anti-
oxydants. Ces résultats suggèrent qu'une meilleure activité anti-
oxydante en présence de sel, assurant une protection efficace des
feuilles, peut être liée à une meilleure tolérance des plantes chez
Arabidopsis.
Posters
1Fabrication du « Camembert» Edough
à partir de Ia.it frais pasteurisé
H. Benbouzid1
H. Titah-Benbouzld2
Les travaux relatifs aux fromages de type « Camembert» fabriqués
à partir de lait en poudre sont relativement répandus en Algérie. En
ce qui concerne ceux fabriqués à partir de lait cru ou pasteurisé, les
études sont assez limitées. Afin de contribuer à la connaissance du
« Camembert» Edough, fabriqué à l'Office régional est du lait et
des produits laitiers (Orelait) d'Annaba, depuis peu, à partir de lait
de vache frais, il nous a paru utile d'étudier sa fabrication puis de
suivre l'évolution de ses caractéristiques physico-chimiques au
cours de l'affinage. On s'est proposé d'étudier dans une première
étape la collecte du lait cru au rayon d'action de l'unité puis, dans
une deuxième étape, la technologie de la fabrication du
« Camembert » Edough proprement dite. La troisième partie de
l'étude est réservée aux incidents et aux défauts de fabrication. La
dernière partie traite du rendement de la fabrication. Notre étude a
porté sur 5 fabrications différentes du « Camembert» Edough et a
fait ressortir les résultats suivants :
- une variation des quantités selon les saisons (pic au printemps,
c'est-à-dire meilleur affouragement) ;
- une qualité physico-chimique du lait cru collecté apte à la trans-
formation fromagère. Le « Camembert » Edough montre, sur le
, Laboratoire de Biochimie, département de Biochimie, faculté des
Sciences, université d'Annaba, Algérie.
2 Laboratoire de Biologie marine, département des Sciences de la mer,
faculté des Sciences, université d'Annaba, Algérie.
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plan physico-chimique, une grande similitude avec le véritable
« Camembert» normand, l'évolution au cours de l'affinage des
paramètres étudiés étant semblable dans les deux cas.
Posters
1Le soja, un modèle biologique
intéressant en biotechnologie :
cas de l'obtention d'un fromage frais
à base de protéine de soja
D. Kirane1
J. M. Lebeault2
La déficience protéique reste le plus important problème alimen-
taire dans la plupart des pays en voie de développement. Les pro-
duits animaux sont les meilleures sources de protéines mais ils sont
plus chers que ceux d'origine végétale. C'est pourquoi des efforts
portent actuellement sur la recherche de nouvelles ressources de
protéines, principalement d'origine végétale. Ceci donne au soja,
aux isolats et aux concentrats de soja l'avantage de concurrencer les
protéines laitières. Il existe sur le marché une large gamme de pro-
duits à base de soja parmi lesquels le fromage frais « Tofu ». Ce fro-
mage est normalement obtenu par un procédé chimique qui est la
coagulation du lait de soja en présence de la glucono-delta-Iactone.
Ce produit industrialisé présente toutefois un goût fade et peu
acceptable pour un large public à l'exception des asiatiques qui
reste une population à forte consommation de ce produit. Dans cette
optique, notre travail s'oriente vers l'obtention de ce même produit
(le Tofu) coagulé par des bactéries lactiques. Celles-ci offrent
l'avantage d'être plus appréciées sur un plan organoleptique. Trois
1 Département de Biochimie, faculté des Sciences, université Badji
Mokhtar, BP 12, 23000 Annaba, Algérie.
2 Université de Technologie de Compiègne, laboratoire des Procédés
biotechnologiques, 60200 Compiègne, France.
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produits coagulés ont été obtenus soit avec une seule bactérie lac-
tique, soit avec des cultures mixtes. Les produits soumis à un panel
de dégustation entraîné ont obtenu une note moyenne de 8 sur 10
pour tous les tests, à savoir l'aspect, la texture, le goût, la couleur,
la flaveur. Mis à part la qualité gustative, nos produits présentent
une bonne qualité hygiénique en relation étroite avec les teneurs en
acides organiques.
Résumés
C. Arnold, R. Grosshans, J.-M. Jeltsch : « Étude des caractéristiques du
génome du houblon .,f'Study of the characteristics of the hops genome"
Le houblon (Humulus lupulus L.) est une plante dioïque,
membre de la famille des Cannabinacées. Seuls les plants
femelles sont cultivés pour leurs cônes. Ces inflorescences non
fécondées produisent des substances amères et aromatiques
aux subtiles propriétés organoleptiques, épices par excellence
des brasseurs. La production française se réalise à plus de
95 % en Alsace où une variété population de houblon aroma-
tique fin, le Strisselspalt, occupe une place prépondérante.
Afin de régénérer les houblonnières vieillissantes, de valoriser
et promouvoir cette variété originale, l'obtention d'informa-
tions sur le génome du Strisselspalt devenait indispensable.
L'identification de la variété Strisselspalt par empreinte géné-
tique sera utile dans le cadre d'un contrôle qualité, en s'af-
franchissant des variations possibles liées à l'environnement.
Elle permettra aussi de détecter, à un niveau supérieur d'infor-
mativité, un éventuel polymorphisme au sein de la variété
population, qui orientera le choix des plants mères. Des études
de type inter-SSR (inter-Single Sequence Repeat) ont pennis
de distinguer différentes variétés entre eUes et d'établir un pro-
fil spécifique du Strisselspalt. L'isolement et le séquençage de
microsatellites de type (GA)n et (GT)n du génome de ce hou-
blon, présents à une fréquence de 1 motif tous les 80 kpb, ren-
forcent l'approche précédente. D'autre part, l'isolement et
l'étude de son unité ribosomique (ADNr) ont été réalisés. La
région intergénique (IGS) séparant les séquences codantes des
ARN ribosomiques 18 S et 26 S, source connue de polymor-
phisme, est ciblée. Des analyses de type RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) ciblant l'ADNr distinguent
les variétés. La construction et l'analyse d'une banque
d'ADNc de cônes mâtures a pennis d'obtenir une collection
d'EST (Expressed Sequence Tag) utiles pour la synthèse de
sondes essentieUes à des études d'expression.
Mots-clés : Empreintes ADN - Microsalelliles - ADN ribosomal -
RFLP - EST - Humulus lupulus.
Keywords: DNA fingerprints - Microsalelliles - Ribosomal DNA-
RFLP - EST - Humulus lupulus.
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A. Assani, R. Haïcour, F. Bakry, B. Foroughi-Wehr : « Progrès
réalisés dans la régénération des protoplastes de bananiers »/
"Progress in the regeneration of banana protoplasts"
Les bananiers Musa (SSP) fournissant des fruits comestibles
sont des dérivés de l'espèce Musa acuminara (AA) et Musa
balbisaina (BB). Qu'il s'agisse de cultivars de bananier por-
teurs de fruits de « type dessert» ou de « type à cuire »,
l'amélioration génétique de ces bananiers rencontre des dif-
ficultés liées, entre autres, à la stérilité, qui reste néanmoins
un caractère important pour la production de fruits aspermes.
Parmi les stratégies d'amélioration par voie non convention-
nelle, l'hybridation somatique apparaît comme une méthode
complémentaire à l'amélioration génétique classique. Elle
devrait permettre de surmonter les problèmes d'entrave à la
réalisation de certains hybrides.
La production d'hybrides somatiques chez le bananier, et
tout particulièrement chez les variétés cultivées, dépend en
premier lieu de la maîtrise de la régénération des proto-
plastes. L'isolement des protoplastes est réalisé à partir des
feuilles, des cals embryogènes et des suspensions cellulaires
embryogènes. Les rendements les plus élevés ont été obte-
nus avec les suspensions cellulaires. La régénération des
protoplastes issus des mésophylles foliaires, des gaines et
des cals reste encore problématique. Cependant, les proto-
plastes issus des suspensions cellulaires se développent pour
donner des plantes. L'emploi des cellules nourricières et les
cultures de protoplastes à forte concentration restent indis-
pensables à l'évolution morphogène des protoplastes. Le
taux de régénération des protoplastes varie en fonction du
génotype utilisé. Cependant, nous disposons actuellement,
outre les premiers résultats de régénération chez le groupe
Bluggoe (ABB), de plantes issues de protoplastes Grande
Naine (AAA) Gros Michel (AAA), Currare Enano (AAB),
Dominico (AAB), SF 265 (AA), IRFA 903 (AA), Col 49
(AA), représentant un éventail de la diversité rencontrée
chez les bananiers diploïdes et triploïdes.
Mots-clés : Protoplaste - Cellule nourricière - Cal embryon somatique.
Keywords: Protoplast - Nurse eell - Somatie embryo calius.
Résumés
F. Bani-Aameur : « Floraison et production de fruits de l'arga-
nier »f'Flowering and fruit production of argan"
La forêt d'arganier (Argania spinosa L. Skeels) peut être
qualifiée de forêt verger, les arganiers étant à la fois fruitiers,
fourragers et producteurs d'huile et de bois. Toutefois
l'huile, qui constitue jusqu'à 25 % des lipides consommés
dans la région, fait l'objet d'un flux commercial à travers le
Maroc et commence à être demandée pour des usages en
diététique moderne et en cosmétologie. Cependant, la pro-
duction en fruits de l'arganier est irrégulière, et les informa-
tions intéressant la floraison et l'élaboration du rendement
en fruits sont quasiment inexistantes. Pour combler ce défi-
cit, nous avons initié plusieurs travaux dont les résultats
seront récapitulés dans cette présentation. Chez l'arganier,
tous les rameaux sont florifères, mais seuls le rameau de plus
de deux ans et la branche principale sont fructifères.
L'inflorescence est un glomérule pouvant atteindre jusqu'à
15 fleurs pentamères. Dans un glomérule, la fleur la plus
centrale se développe en premier lieu, suivie progressive-
ment par les fleurs avoisinantes selon trois phases phénolo-
giques : le bouton floral BF, le bouton floral avec style
apparent BFS et la fleur épanouie FE. Ces deux dernières
phases atteignent leur maximum pendant vingt jours pendant
le pic de la floraison. Cette période correspond au flux
génique maximum, celui-ci étant favorisé par la réceptivité
des stigmates et la viabilité du pollen. La pollinisation de
l'arganier est surtout entomophile, les insectes intervenant
pour plus de 60 %. La production fruitière chez l'arganier est
largement tributaire des conditions climatiques qui règnent
pendant le cycle de floraison et de fructification qui se
déroule sur 16 mois environ. Ainsi l'année climatique, par
les précipitations, est la principale source de variation du
nombre de glomérules par rameau. Un minimum de 100 mm
de pluie entre l'automne et l'hiver est probablement la quan-
tité minimum nécessaire pour l'établissement du potentiel de
floraison. Le pic de floraison est alors atteint au début du
printemps. Une sécheresse prolongée affecte le rendement
en fruits en réduisant le nombre de rameaux potentiellement
producteurs de fruits sur une période qui dépasse trois ans.
Finalement l'effet de la sécheresse se manifeste aussi par la
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chute des fruits en absence d'eau en année de maturation des
fruits. Des variations pour la floraison et la fructification ont
été observées entre les sites, mais surtout entre les arbres.
Certains arbres ont fleuri et ont produit des fruits sur deux
années, d'autres sur une année et des arbres n'ont pas fleuri
ou produit des fruits sur deux années. L'arganier étant sur-
tout valorisé par son fruit, ces travaux montrent les poten-
tiels intéressants pour l'amélioration de la fructification à la
fois par le choix de génotypes performants et par l'optimisa-
tion des techniques de production.
Mots-clés : Argania spinosa - Floraison - Fructification -
Phénologie - Variabilité.
Keywords: Argania spinosa - Flowering - Fruiting - Phenology
- Variability.
M. Ben Salem, M. Deghais, A. Slama : « Stabilité de la produc-
tion en grains d'une collection de blé tendre. Comparaison de
résultats »t'Grain production stability in a soft wheat collection.
Comparison of results"
Dans le cadre de cette étude, nous avons voulu comparer la
stabilité de la production en grains d'une collection de blé
tendre par rapport aux résultats obtenus sur la base d'une
évaluation agrophysiologique moyennant les paramètres
jugés les plus pertinents en regard des études antérieures. La
collection est constituée de 23 variétés de blé tendre repré-
sentant plusieurs types variétaux (anciens, intermédiaires et
nouveaux) et plusieurs provenances (Tunisie, Maroc, Icarda
et Cimmyt). Elle comporte, en outre, les deux variétés de blé
dur les plus cultivées en Tunisie (Razzak et Karim). Cette
collection a été cultivée depuis 1995-96 dans deux stations
de l'lnrat : Béjà (sub-humide) et le Kef (semi-aride supé-
rieur). Les paramètres agTophysiologiques seront mesurés au
cours de la campagne 1999-2000, en plein champ, à la sta-
tion de Béja, et/ou en conditions de contraintes hydrique et
calorique simulées. Ce travail sera réalisé dans le cadre des
activités de l'Arc « Biotechnologie et résistance à l'aridité
des céréales », financé par l'Uref.
Mots-clés : Blé - Triticum - Agrophysiologie - Stabilité de la
production.
Keywords: Wheat- Triticum - Agrophysiology - Production stability.
Résumés
P. Bertin, D. Grégoire, S. Massart, D. de Froidmont: « Diversité géné-
tique des épeautres cultivés et des anciennes races locales. Étude
révélée par analyse de microsatellites »f'Genetic diversity of cultiva-
tad spelts and old local races. A study with analysis of microsatellites"
L'épeautre (Triticum aestivum (L.) Thell. ssp. spelta (L.)
TheIl.) et le blé (Triticum aestivum (L.) TheIl. ssp. vulgare
(Will.) MK.) constituent deux des six groupes de l'espèce des
blés hexaploïdes de génome AABBDD. Au cours des dernières
décennies, les améliorateurs ont tenté d'introduire le potentiel
de rendement et les qualités boulangères du blé chez l'épeautre
par des croisements entre accessions de ces deux groupes. La
présente étude a pour objet de déterminer la base génétique des
épeautres modernes et des anciennes races locales en tennes de
variabilité intra-groupe et distances inter-groupes (épeautre
contre blé), par application des marqueurs microsatellites
développés pour le blé. La méthodologie a été mise au point
sur 30 épeautres et 9 blés cultivés, de généalogies le plus sou-
vent connues. Les distances génétiques (I-proportion d'allèles
partagés) basées sur la composition allélique a été calculée
pour toutes les paires d'accessions. La distance génétique
moyenne entre deux accessions est de 0,656 ± 0,181 parmi les
39 accessions, 0,706 ± 0,14 parmi les blés et 0,573 ± 0,172
parmi les épeautres. La distance génétique moyenne entre le
blé et l'épeautre est de 0,782 ± 0,113. L'application de la
méthodologie à 148 épeautres supplémentaires, pour la plupart
d'anciennes races locales, a révélé que la base génétique de
celles-ci était nettement plus large que ceIles des épeautres cul-
tivés. On peut conclure que les microsateIlites développés pour
le blé et la distance génétique basée sur la proportion d'allèles
partagés constituent des outils puissants pour la reconstruction
de phylogénies chez l'épeautre. Par ailleurs, la base génétique
des épeautres modernes est étroite, malgré les croisements fré-
quents réalisés avec le blé. Cette approche, appliquée à l'étude
de ressources génétiques en races locales d'épeautre, pourrait
aider à la constitution d'une « core collection» et au choix de
géniteurs parmi des races locales dans des programmes d'amé-
lioration destinés à élargir la base génétique de l'épeautre.
Mots-clés: Biodiversité - Distances génétiques - Phylogénie -
Ressources génétiques - Microsatellites.
Keywords: Biodiversity - Genetic distances - Phylogeny -
Genetic resources - Microsatellites.
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J.-P. Busogoro, M. H. Jijakli, P. Lepoivre : « Diversité génétique
de l'agent des taches anguleuses du haricot commun. Analyse
au sein d'isolats d'Afrique centrale »/,'Genetic diversity of the
agent of common bean angular leaf spot. Analysis using isolates
fram central Africa"
Notre travail a consisté en l'analyse du polymorphisme des
populations de Phaeoisariopsis griseola dans la région des
Grands Lacs d'Afrique centrale. Les profils moléculaires
des isolats parasitaires, générés par RAPD, ainsi que leurs
propriétés de virulence révélées grâce aux tests d'inocula-
tions sur des génotypes végétaux appartenant à trois
espèces du genre Phaseolus ont permis de mettre en évi-
dence l'existence d'une importante diversité de P. griseola
dans la zone géographique considérée. Cependant, aucune
corrélation entre la virulence des isolats et leurs profils
moléculaires respectifs n'a été observée. Cette variabilité
élevée pourrait résulter de l'importance des pressions de
sélection exercées par les mélanges variétaux, très large-
ment utilisés par les agriculteurs de la région des Grands
Lacs. Les risques d'écroulement de la résistance à la mala-
die des taches anguleuses du haricot commun, résultant de
l'adaptation du pathogène, y sont donc très élevés et néces-
sitent la mise en œuvre d'une gestion adéquate des variétés
améliorées pour la résistance à cette maladie. Cette gestion
devrait tenir compte de l'extrême variabilité parasitaire
mais également de la dynamique des populations dans le
temps. Le caractère neutre et rapide de la caractérisation
moléculaire en fait un excellent outil qui permet de suivre
l'évolution des populations parasitaires et d'en déterminer
avec plus ou moins de précision l'équilibre entre l'auto-
infection et l'allo-infection après quoi on serait à même
de proposer des schémas convenables de déploiement des
variétés résistantes.
Mots-clés: Taches anguleuses - Diversité génétique - RAPD -
Virulence - Résistance - Phaeoisariopsis griseola -
Phaeoisariopsis vulgans.
Keywords: Angular leaf spot - Genetic diversity - RAPD -
Virulence - Resistance - Phaeoisariopsis griseola -
Phaeoisariopsis vulgans.
Résumés
B. Caromel, D. Mugniery, V. Lefebvre, D. Ellisseche, F. Rous-
selie-Bourgeois : « Cartographie de locus de résistance au
nématode à kyste chez la pomme de terre >>l''Mapping of cyst
nematode resistance loci in potato"
Une résistance polygénique au nématode à kyste Globodera
pallida a été analysée dans une population diploïde de
pomme de terre. Une carte génétique de chaque parent de la
descendance étudiée a été construite avec des marqueurs
RFLP et AFLP. Trois QTL (Quantitative Trait Loci) de résis-
tance à G. pallida ont été détectés chez le parent résistant.
L'un d'entre eux explique 60 % de la résistance. Il est loca-
lisé sur le chromosome V, dans une région génomique riche
en gènes de résistance. Chacun des 2 autres QTL expliquent
environ 20 % de la résistance. L'un d'entre eux, détecté sur
le chromosome XII, est situé dans une zone génomique
impliquée dans la résistance aux nématodes chez la pomme
de terre, la tomate, et le piment. Le troisième QTL a été
détecté sur le chromosome VI, dans une région du génome
de la pomme de terre où aucun gène de résistance aux néma-
todes n'avait été cartographié précédemment.
Mots-clés: Globodera pallida - Solanum tuberosum - Diploïde -
Carte génétique - RFLP - AFLP.
Keywords: Globodera pallida - Solanum tuberosum - Diploid -
Genetic map - RFLP - AFLP.
S. Cherkaoui, O. Lamsaouri, B. Chlyah, H. Chlyah : « Amélioration
de la régénération chlorophyllienne chez le blé dur. Utilisation de
la culture d'anthères après croisements interspécifiques >>l''lmpro-
vement of chlorophyll regeneration in durum wheat. The use of
anther culture after interspecific crosses"
Dans le but de transférer, par la technique d'androgenèse, la
capacité de régénération chlorophyllienne du blé tendre au blé
dur, plusieurs rétrocroisements (RC 1, RC2, RC3) ont été réali-
sés entre deux variétés de blé tendre: Nesma et Verry's (2 n =
6 x =42) pris comme parents femelles et neuf variétés de blé
dur : Cocorit, Isly, Karim, Marzak, Massa, Oum Rabiaâ,
Sarif, Sebou, Tensift, (2 n =4 x = 28) pris comme parents
pollinisateurs. Le parent Verry's a la particularité de porter la
translocation 1BUl RS (blé-seigle) qui favorise le rendement
en embryons et en régénération chlorophyllienne. À partir du
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RC 1 et jusqu'au RC3, la culture d'anthères a été effectuée sur
les descendants obtenus. Les résultats ont montré que les
meilleurs rendements en plantes chlorophylliennes ont été
obtenus à la génération RC 1. En effet, tous les croisements, à
l'exception de Verry's x Oum Rabiaâ, Nesma x Oum Rabiaâ
et Nesma x Isly, ont donné des plantes chlorophylliennes
avec des taux optimums atteignant 15,2 % pour l'hybride
Verry's x Cocorit et 9,5 % pour Nesma x Marzak. Les régé-
nérations chlorophylliennes obtenues avec les deux parents
Nesma et Verry's montrent l'effet positif du cytoplasme du
blé tendre. De plus, les rendements en plantes vertes, relati-
vement plus importants dans le cas des descendants conte-
nant le génome de la variété Verry's, pourraient s'expliquer
par la présence de la translocation IBLIlRS. Par ailleurs, le
comptage chromosomique réalisé sur les racines des plantes
du RC 1 au RC3 a montré que le niveau de ploïdie varie de
2 n =28 à 2 n =34 chromosomes. Cependant, en allant du
RCl au RC3, le taux de cellules à 2 n = 28 chromosomes
augmente et le nombre de plantes haploïdes chlorophyl-
liennes obtenues par androgenèse diminue régulièrement.
Mots-clés: Croisement interspécilique - Androgenèse - Haploïde
chlorophyllienne - Haplodiploïdisation - Cytogénétique.
Keywords: Interspecilic crosses - Androgenesis - Green regene-
ration - Haplo-diploidisation - Cytogenetics.
H. Chlyah, S. Cherkaoui, N. Saidi, O. Lamsaouri, M. Mdarhri-Alaoui,
O. Chlyah, H. Benkirane, O. Amail, A. B. Chlyah : « Production d'ha-
ploïdes chez le blé dur. Sélection en milieu salin »f'Haploid produc-
tion in durum wheat. Breeding in a saline medium"
Quatre méthodes d'haploïdisation de Triticum turgidum ssp.
durum ont été étudiées recouvrant des travaux d'une période
de huit ans sont synthétisés dans cet article.
l-Androgenèse. Des anthères de plus de vingt variétés de blé
dur adaptées au Maroc ont été cultivées en vue de la forma-
tion d'embryons puis de plantules haploïdes. Un grand
nombre de facteurs (génotype, milieu solide ou liquide, com-
position des milieux, choc thermique froid, etc.) ont permis
d'optimiser la formation d'embryons (jusqu'à 25 embryons
pour 100 anthères) mais sans réduire le taux d'albinisme qui
affecte près de loo % des régénérations.
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2-Croisements interspécifiques blé tendre x blé dur puis
androgenèse sur les plantes issues de rétrocroisement des
hybrides avec le blé dur. Ces croisements ont pour but de
transmettre la capacité du blé tendre à produire, par andro-
genèse, des plantes chlorophylliennes, au blé dur. En effet, la
régénération de plantes chlorophylliennes est nettement
accrue surtout dans la génération RI (produite par le premier
rétrocroisement avec le blé dur) et en présence de la translo-
cation lBLlIRS dans le parent blé tendre.
3-Gynogenèse. La culture d'ovaires non fécondés permet,
pour certains génotypes, et dans des conditions du milieu et
d'environnement assez strictes, d'obtenir des cals puis des
bourgeons chlorophylliens haploïdes. La régénération a été
obtenue mais avec difficulté à cause de la fragilité des pousses.
4-Croisements blé dur x maïs ou blé dur x Hordeum bulbo-
sumo Ces croisements intergénériques permettent, par élimi-
nation précoce des chromosomes du parent mâle, la
formation d'embryons haploïdes et des plantes chlorophyl-
liennes après un transfert de l'embryon in vitro. Par cette
technique, un grand nombre de plantes haploïdes a été obtenu
avec un résultat positif pour la plupart des génotypes testés.
Avec cette dernière méthode, encore la plus sûre, les
embryons ont été repiqués sur un milieu de régénération
contenant du sel à diverses concentrations. Jusqu'à 5 g.I'l de
NaCI, quelques régénérations ont été obtenues qui peuvent
représenter des lignées tolérant le sel.
Mots-clés : Haploïdes - Androgenèse - Gynogenèse -
Croisements éloignés - Salinité.
Keywords: Haploids - Androgenesis - Gynogenesis - Remote
crosses - Salinity.
C. Colionnier, 1. Fock, Y. Lian, A. Servaes, F. Vedel, G. Ducreux,
D. Sihachakr : « Biotechnologies appliquées chez l'aubergine »j
"Applied biotechnology in the aubergine"
L'aubergine (Solanum Melongena L.) (2 n = 24), plante
d'une importance économique considérable dans de nom-
breux pays d'Asie et d'Afrique, présente souvent des
niveaux insuffisants de résistance aux stress biotiques et
abiotiques auxquels elle peut être confrontée. Son excellente
aptitude à la culture de tissus et à la régénération de plantes
T 839
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in vitro pennet, pour l'amélioration de ces caractères agro-
nomiques, l'utilisation de nombreuses techniques de bio-
technologie telles que l'exploitation de la variation
somaclonale, l'haploïdisation, l'hybridation somatique et la
transformation génétique pour le transfert de gènes. La varia-
tion somaclonale a, par exemple, été utilisée pour l'obtention
d'une lignée tolérante à la salinité. Des lignées haploides
doublées obtenues par androgenèse in vitro ont montré une
capacité à produire des fruits à basse température. Des carac-
tères de résistances à des attaques bactériennes et fongiques,
identifiées parmi le très large éventail des espèces apparen-
tées à l'aubergine, ont été transmis par hybridation soma-
tique. Cette technique de fusion cellulaire a permis de
s'affranchir des barrières d'incompatibilité qui limitaient
parfois les possibilités de croisements sexués entre ces
espèces. Des expériences de fusions asymétriques, entre
l'aubergine et un partenaire irradié aux rayons gamma ont
aussi été réalisées et ont permis d'obtenir des hybrides tolé-
rants au Verticillium, morphologiquement très proche de
l'aubergine et présentant donc l'avantage de réduire par la
suite le nombre de rétrocroisements nécessaires habituelle-
ment pour l'introgression de tels caractères. Le génie géné-
tique et l'utilisation de marqueurs moléculaires chez
l'aubergine en sont à leurs débuts. Cependant des aubergines
résistantes à Coleoptrans à travers l'expression d'un gène de
Bacillus thuringiensis et des plantes à fruits parthénocar-
piques sans graines, ont déjà été produites par transgenèse.
Une carte génétique partielle comprenant 94 loci, répartis en
13 groupes de liaison recouvrant 716,7 cM, a d'autre part été
élaborée à partir de RAPDs. Une résistance au feu bactérien
a pu être localisée sur 2 de ces 13 groupes. Afin d'analyser
les relations génétiques entre l'aubergine et ses espèces appa-
rentées, et dans le but de contribuer à la détermination de
marqueurs de résistances, différentes études fondées sur les
AFLP et l'ADN chloroplastique ont par ailleurs été menées.
Mots-clés : Ressources génétiques - Variation somac/onale -
Haploïdisation - Hybridation somatique - Transformation génétique.
Keywords: Genetie resourees - Somaelonal variation -
Haploidisation - Somatie hybridisation - Genetie transformation.
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E. S. Da, T. Guissou : « Amélioration de la croissance et de la
fixation d'azote. Étude de deux acacias australiens >>l''lmpro-
vement of growth and nitrogen fixation. The study of two Austra-
lian acacias'"
Cinq souches bactériennes (IR 507, IR 506, IR 504 et IR 503)
ont été isolées à partir des nodules récoltés sur Acacia
Holosericea A. Cunn. Ex G. Don. et Acacia Mangium Willd.
Cultivés pendant deux mois sur des sols de la station de
Gonsé et de Dindéresso au Burkina Faso, nous les avons
comparées à trois souches de Bradyrhizobium ORS 928,
ORS 802 et ORS 800 originaires du Sénégal. Une étude du
temps de génération sur milieu synthétique suggère que les
isolats bactériens originaires du Burkina Faso sont des
souches de Bradyrhizobium. L'efficacité des souches de
Bradyrhizobium sur la croissance et la fixation d'azote chez
A. Holosericea et A. Mangium a été comparée au laboratoire
en culture hydroponique et dans un abri extérieur sur un sol
de Dindéresso. En tubes à essais, les souches ORS 802 et
IR 505 ont augmenté la production de biomasse aérienne
chez A. Holosericea respectivement de 133 % et de 213 %
par rapport au témoin. Ces deux souches sont parmi les plus
perfonnantes sur le nombre de nodules et le poids sec des
racines. Chez A. Mangium, la souche ORS 800 a stimulé la
biomasse aérienne de 381 % par rapport au témoin. Elle fait
partie des meilleures souches pour le poids sec des racines.
Sur le sol de Dindéresso, la souche ORS 802 est la meilleure
pour la biomasse aérienne (+ 448 %) et le diamètre au collet
(+ 112 %) chez A. Holosericea. Elle compte panni les
meilleures souches pour le nombre et le poids sec des
nodules. Chez A. Mangium, ORS 800 et ORS 802 augmen-
tent significativement le nombre et le poids sec des nodules.
Ces deux souches sont parmi les meilleures pour la biomasse
aérienne. Il résulte de cette étude que les souches ORS 802
et ORS 800 sont les plus perfonnantes respectivement chez
A. Holosericea et A. Mangium.
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D. Diouf, C. Campa, M. Noirot : « Diversité de la capacité fixa-
trice d'azote de Faidherbia albida au Sénégal >>l''Diversity of the
nitrogen-fixation capacity of Faidherbia albida in Senegal"
Faidherbia albida (Légumineuses, Mimosoïdées) est un des
acacias les plus représentés au Sénégal. Très exploité en
agroforesterie, cet arbre est décrit comme favorisant l'enri-
chissement des sols en azote, capacité associée entre autres
à sa phénologie inversée et à son aptitude à établir la sym-
biose avec des bactéries fixatrices d'azote atmosphérique.
L'espèce est connue pour son allogamie et sa diversité géné-
tique élevées. Cette étude concerne la diversité de l'aptitude
à la fixation de populations sénégalaises. Des descendances
ont été récoltées dans quatre zones géographiques du
Sénégal et mises en culture pendant 45 jours en présence
d'une souche bactérienne fortement efficiente. Une bonne
corrélation ayant été obtenue entre la mesure de l'activité
glutamine synthétase (AGS) dans les nodosités et celle de la
nitrogénase, enzyme bactérienne fournissant l'ammonium à
la plante à partir de l'azote atmosphérique, la capacité fixa-
trice de chaque individu a été évaluée par la mesure de
)' AGS des nodosités ainsi que par la masse de nodosités for-
mées sur les racines. Une grande diversité est observée entre
individus. Une analyse de variance ne permet pas de disso-
cier les sites de récolte. Par contre, elle met en évidence des
différences entre descendants d'arbres, semblant indiquer
que la diversité de la fixation est liée au fort Laux d'alloga-
mie. Des marqueurs RAPD de la fixation ont été décelés. Ils
pourraient servir à la sélection précoce d'arbres à hautes
capacités fixatrices améliorées dans la descendance.
Mots-clés : Acacia - Diversité - Faidherbia albida - Fixation
d'azote - Glutamine synthétase - Marqueurs moléculaires.
Keywords: Acacia - Diversity - Faidherbia albida - Nitrogen
fixation - Glutamine synthetase - Molecular markers.
P. Ehsani, A. Meunier, F. Nato, 1. Old, A. Jafari, S. Dartevelle,
J.-C. Mazie, G. Ducreux, P. Lafaye, A. Nato: « Expression de frag-
ments scFv anti-cytokine par des vitroplants de tabac »/ "Expression
of scFv anti-cytokine fragments by tobacco tissue culture plants"
Le but de ce travail est d'analyser ['expression des frag-
ments d'anticorps de type scFv dirigés contre des cyto-
Résumés
kines humaines IL-4, IL-6 chez le tabac Nicotiana tabacum
cv Xanthi. Les cytokines ou interleukines sont des molé-
cules produites par des leucocytes et sont impliquées dans
la transmission des signaux entre les cellules du système
immunitaire. L'IL-4, définie comme un facteur de prolifé-
ration du lymphocyte B, intervient dans des domaines
pathologiques et est impliquée dans les traitements des
maladies inflammatoires et des infections allergiques.
L'IL-6, médiateur du système immunitaire, intervient dans
les maladies auto-immunes, les lymphomes, le sida et est
impliqué dans des pathologies inflammatoires ou de rejet
de greffes. La technique de la conjugaison triparentale a
permis de disposer de deux souches recombinantes
d'Agrobacterium tumefaciens, possédant chacune le gène
codant pour un fragment scFv dirigé contre une cytokine
IL-4 ou IL-6. Le vecteur d'expression végétal pGEJAEI a
été fourni par le groupe du professeur Van Montagu. Après
infection des disques foliaires et régénération des vitro-
plants résistants à la kanamycine (l00 mg.ml- I ), les extra-
its protéiques solubles foliaires ont été analysés par Elisa et
par Western Blot. Les plantes anti IL-4 sont à peu près dix
fois moins nombreuses que les plantes anti IL-6. De plus,
la fragilité de ces plantes et la rapide dégradation des pig-
ments foliaires semblent indiquer que les scFv anti IL-4
pourraient interférer sur le métabolisme de la plante. Il
semblerait aussi que ces plantes accélèrent le processus de
la floraison dans les conditions de culture in vitro. Les tests
Western Blot ont permis de caractériser une bande pro-
téique de 30 kDa, taille attendue et conforme à celle du
fragment mature d'anticorps de type scFv anti-cytokine
humaine. Des tests plus approfondis sont en cours pour
affiner ces résultats comme la quantification et la distribu-
tion cellulaire des fragments d'anticorps. De plus, l'intro-
duction d'un peptide signal KDEL actuellement entrepris
devrait permettre d'accroître l'expression des scFv anti-
cytokine humaine chez les plantes supérieures, en particu-
lier chez la pomme de terre.
Mots-clés: scFv - Cytokine humaine - Plante transgénique.
Keywords: scFv - Human cytokine - Transgenic plant.
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S. El Jaafari, L. Qariani, 1. El Hadrami, M. Fagroud, R. Paul :
« Intégration des outils biotechnologiques et agrophysiolo-
giques. Le blé, une plante modèle »J'The integration of biotech-
nological and agrophysiological tools. Wheat, a model plant"
La tolérance à la sécheresse est un phénomène complexe,
faisant intervenir de nombreux mécanismes interagissant
entre eux, et à déterminisme génétique complexe. Face à
cette réalité, l'amélioration génétique de la tolérance à la
sécheresse devrait se concevoir selon une stratégie qui valo-
rise les apports potentiels des différentes disciplines (géné-
tique, physiologie, biotechnologies, agrométéorologie,
modélisation ... ) et qui prenne en compte plusieurs niveaux
d'intégration.
Cette communication fait le point sur l'état actuel des pro-
grammes d'amélioration génétique du blé, dans les milieux
méditerranéens à risque de sécheresse, utilisant des appro-
ches multidisciplinaires. La contribution potentielle des
nouvelles biotechnologies, en parallèle avec l'approche
traditionnelle et l'analyse des caractères morphophysiolo-
giques, sera discutée. L'apport des outils statistiques et des
modèles de simulation du fonctionnement du blé dans l'in-
tégration des connaissances à des échelles allant des
organes de la plante au peuplement végétal et dans la hié-
rarchisation des effets de la sécheresse sur les fonctions bio-
logiques sera évoqué.
Le blé en tant que plante modèle pour de telles approches est
mis en évidence. Des programmes multidisciplinaires, con-
duits au sein de réseaux, ainsi que les résultats pertinents
obtenus sur ce système seront exposés à titre d'exemple.
Mots-clés : Morphophysiologie Biotechnologies - Sécheresse -
Tolérance - Modèle.
Keywords: Morphophysiology - Biotechnologies - Drought -
Tolerance - Model.
H. Fakhfakh, O. Legall, T. Candresse, M. Marrakchi : « Le virus
de la mosaïque de la laitue en Tunisie. Détection et étude par
voies biologique et moléculaire »J"Lettuce mosaic virus in Tunisia.
Detection and study using biological and molecular pathways"
Le virus de la mosaïque de la laitue (LMV), membre du
genre Potyvirus, est à l'origine d'une virose parmi les plus
Résumés
dommageables sur cette culture. Ce virus, transmis par les
pucerons et par la graine, est signalé à travers le monde. Les
isolats de LMV montrent une variabilité biologique assez
large associée à la sévérité des symptômes induits, à la trans-
mission par la graine et à la faculté de surmonter les gènes
de résistance décrits chez la laitue. li est actuellement
contrôlé par deux gènes de résistance récessifs mol' et mof2.
Toutefois, l'émergence récente d'isolats de LMV, capables
d'induire des symptômes sur laitues porteuses du gène mol'·
fait craindre une épidémie et représente une menace réelle
pour ces cultures. En Tunisie, des prospections ont été réali-
sées dans les principales régions de culture de la laitue. La
détection du LMV a été conduite par la technique d'im-
muno-empreinte sur membrane. Les propriétés biologiques
des isolats ont été déterminées après inoculation de plusieurs
variétés de laitue. L'étude moléculaire a été abordée par
l'amplification par RT-PCR d'une courte région du génome
à séquence très variable. Les amplifiats ont été soumis à une
étude par RFLP et à un séquençage direct. Les résultats de
l'étude biologique ont montré la présence en Tunisie d'iso-
lats capables de contourner les gènes de résistance de la lai-
tue. Ces résultats ont été confirmés par la comparaison des
profils de restriction et de la séquence de la région étudiée.
Ceci permet d'étudier les relations phylogéniques entre les
isolats et de développer un test de diagnostic très efficace
permettant d'éviter la transmission du virus à travers les
semences.
Mots-clés : Laitue - LMV - Contournement de résistance - RT-
PCR-RFLP.
Keywords: Leltucs - LMV - Avoidance of resistance - RT-PCR-
RFLP.
L. Fki, M. Bahloul, R. Masmoudi, N. Drira : « Étude des capacités
germinatives des embryons somatiques chez le palmier dattier.
Dessiccation, corrélations morphogénétiques et investigations
biochimiques >>l''Study of the germination capacity of date palm
somatic embryos. Drying, morphogenetic correlations and bio-
chemical investigations"
L'embryogenèse somatique constitue un système de choix
pour la micropropagation de plusieurs espèces végétales y
T 845
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compris Je palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). Chez
cette espèce, quelques problèmes majeurs entravent l'ap-
plication de cette méthode à l'échelle industrielle: J'état
hyperhydraté des embryons formés; leur degré de matura-
tion physiologique et leurs facultés germinatives très
réduites. Les cals embryogènes, à l'origine des suspensions
cellulaires, sont issus de cœurs de rejets et des feuilles qui
en dérivent en culture. En milieu liquide agité, en présence
de faibles doses de 2,4-D, des milliers d'embryons sont
formés à partir d'un gramme de cals. Ces embryons déri-
vent tant des tissus du cal primaire que d'une embryoge-
nèse secondaire intense. Les embryons issus des cultures
en suspension sont très hydratés ce qui réduit leur vitesse
et leur taux de germination. La dessiccation partielle de ces
embryons, correspondant à une baisse de leur teneur en eau
de 90 à 75 %, améliore très nettement leur capacité germi-
native, dont le taux s'élève alors de 25 à 80 %. Nos travaux
ont montré que la dessiccation engendre une augmentation
de J'activité des peroxydases, enzymes connues pour leur
intervention dans plusieurs processus morphogénétiques.
Ces peroxydases semblent activer les voies métaboliques
impliquées dans l'accumulation des substances de réserve.
En outre, J'excision de la partie antérieure de la feuille
cotylédonaire stimule l'émergence de la première feuille
chlorophyllienne, si bien que le pourcentage de germina-
tion s'élève de 30 à 75 %. Ces résultats suggèrent que l'in-
hibition exercée par cette portion de la feuille
cotylédonaire peut être levée par la dessiccation des
embryons. Par ailleurs, cette étude a montré que l'applica-
tion de conditions physico-chimiques favorables à la matu-
ration des embryons, associées à leur dessiccation partielle,
permettent une maîtrise plus aisée de la phase d'acclimata-
tion des plantules.
Mots-clés : Palmier dattier cv. - Deglet Nour - Suspensions
embryogènes - Dessiccation - Peroxydases - Embryogenèse
somatique - Germination.
Keywords: Date palm cv. 'Deglet Nour' - Embryogenie suspen-
sions - Drying - Peroxidases - Somalie embryogenesis -
Germination.
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A. Ghorbel, A. Ben Salem-Fnayou. S. Khouildi, H. Skouri : « Le
caprier. Caractérisation et multiplication »t'The caper bush.
Characterisation and multiplication'"
La culture du caprier (Capparis spinosa L.) prend de plus en
plus d'ampleur en Tunisie bien que l'espèce demeure encore
exploitée à l'état spontané. Nos travaux de recherche se sont
récemment orientés vers la caractérisation et la multiplica-
tion de cette espèce. L'étude biochimique a été axée Sur
l'analyse isoenzymatique. Les protéines, extraites à partir de
52 morphotypes collectés, sont séparées par électrophorèse
sur gel d'amidon. Après migration, les systèmes enzyma-
tiques: ICD, MDH, PGI, 6 PGD. GOT et PGM sont révélés.
L'analyse des profils électrophorétiques a permis de caracté-
riser plusieurs écotypes: 1) un groupe composé d'écotypes
épineux, 2) un autre composé d'écotypes inermes et 3) un
3e groupe constitué d'écotypes pubescents. Par ailleurs,
l'analyse moléculaire par RAPD a permis d'évaluer la varia-
tion génétique dans et entre les populations naturelles de
câpriers tunisiens et italiens. L'ADN a été extrait pour la pre-
mière fois à partir de feuilles d'une centaine d'accessions;
des amplifications par RAPD ont été effectuées en sélec-
tionnant JO amorces (séries B, R et S). L'analyse du degré de
diversité et des distances génétiques a montré la présence
significative de polymorphisme génétique, les accessions
italiennes étant plus homogènes que les tunisiennes.
Après caractérisation, des essais de multiplication intensive
du câprier par bouturage herbacé et par culture in vitro ont été
entrepris, afin de contourner les obstacles inhérents à la mul-
tiplication par semis et par bouturage ligneux. Ajnsi, un taux
de réussite au bouturage herbacé de 90 % a été enregistré
(début mai) pour le câprier inerme; ce taux varie entre 50 et
70 % en été en raison de la lignification des tissus. Bien
qu'efficace, le bouturage herbacé demeure tributaire du
stade physiologique des boutures. La technique de culture
in vitro permet de pallier à cet inconvénient. C'est dans ce
contexte que des explants de câprier inerme ont été multi-
pliés sur le milieu MS (1962) riche en BAP (1 mg.!-l).
L'enracinement a été fait sur le milieu MS (1962) additionné
d'Am, d'AJA et d'ANA à différentes concentrations et à des
positions de plantation djverses. Les résultats les plus inté-
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ressants sont obtenus avec la position couchée, de pousses
épuisées sur le milieu MS solidifié par l'agar et riche en AJA
(1,5 mg.!-I). Une micropropagation en masse a été entreprise
afin de repeupler la région du Nord-Ouest connue par sa
câpriculture.
Mots-clés : Identification - Micropropagation - Bouturage her-
bacé - Écotypes.
Keywords: Identification - Micropropagation - Herbaceous cut-
tings - Ecotypes.
A. de Kochko : « De la transformation multigénique à la géno-
mique fonctionnelle ,,l''From multigenic transformation to functio-
nal genomics"
La possibilité de contrôler l'intégration, l'expression et la
transmission de plusieurs transgènes est une condition abso-
lue pour intervenir sur des voies métaboliques complexes ou
des caractères agronomiques. Cent vingt-cinq plants de riz
transformés indépendamment ont été régénérés après co-
transformation de tissus embryogènes avec 14 plasmides
différents. Une analyse par PCR a montré que plus de 85 %
des plantes Rü avaient intégré plus de 2 gènes différents et
17 % plus de 9 gènes. La plupart des plantes présentaient un
phénotype normal en serre et 63 % donnèrent des graines
viables. L'efficacité de la transformation multigénique éta.it
corrélée à la proportion des plasmides dans le mélange intro-
duit par rapport au plasmide portant le marqueur de sélec-
tion. Tous les gènes avaient la même probabilité d'être
intégré, indiquant que la nature de la séquence concernée
n'intervenait pas. Trois lignées, contenant Il, 10 et 9 gènes
différents ont été analysées plus en détail jusqu'à la généra-
tion R3. L'intégration des différents transgènes avait lieu
principalement à un seul locus, rarement deux, chacun de
ces locus ségrégeait de façon mendélienne 3: 1. La co-
expression de quatre gènes rapporteurs a été suivie sur trois
générations, très peu de silencing a été observé. Nous avons
montré qu'il était possible d'intégrer et exprimer une quan-
tité assez importante de matériel génétique nouveau dans le
génome du riz sans pour autant entraîner de modifications
physiologiques notables. Cette possibilité a été utilisée pour
transformer du riz avec les trois gènes des protéines de cap-
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sides du virus sphérique du tungro du riz et obtenir des
plantes résistantes; nos estimations ont montré que plus de
300 kb pouvaient être intégrés ce qui correspond à la taille
d'un BAC. Il est donc possible de transformer une plante
avec ce type de matériel et d'étudier l'expression des gènes
portés par ces constructions. Cette propriété a été utilisée
pour transformer du riz avec un cosmide de 55 kb sur lequel
on a identifier le gène Xa21 de résistance à Xanthomonas
oryzae. Ces expériences montrent les possibilités nouvelles
qu'offre la transgénèse, via la biolistique en particulier, non
seulement pour l'amélioration des plantes mais aussi pour
des études de génomique fonctionnelle.
Mots-elés : Transformation multigénique - Génomique fonctionnelle.
Keywords: Multigenic transformation - Functional genomics.
P. Lashermes, M.-C. Combes, J.-C. Herrera, S. Noir, N. S. Prakash,
P. Topart, F. Anthony: « Analyse moléculaire du génome de caféier
arabica. Relations avec la valorisation des ressources génétiques ,,1
"Molecular analysis of the arabica caffee genome. Relations with
the use of genetic resources"
La culture du caféier (Coffea arabica L.) constitue une
source de revenus importante pour l'économie de nombreux
pays tropicaux. Toutefois, l'homogénéité génétique des
variétés de caféiers arabica et leur sensibilité à de nombreux
parasites et maladies, rendent celte culture particulièrement
vulnérable aux aléas biologiques et naturels. Cette base
génétique étroite est une conséquence du développement
particulier de la caféiculture à travers le monde mais aussi
du mode de spéciation originale (i.e. polyploïdisation) de
C. arabica (2 n ::::: 4 x ::::: 44). L'utilisation des ressources
génétiques que constituent les espèces diploïdes de caféiers
(2 n = 2 x ::::: 22), est essentielle pour J'amélioration de
C. arabica dans une perspective de développement durable.
Le transfert de caractères tels que des résistances à la rouille
orangée due à Hemileia vastatrix, l'anthracnose des baies
causée par CoLLetotrichum kahawae, les nématodes du genre
Meloidogyne et la mineuse des feuilles (Perileucoptera cof-
jeella), tout en préservant la qualité organoleptique et tech-
nologique du caféier C. arabica, sont des objectifs
prioritaires. Les nouveaux outils moléculaires offrent de
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nombreuses perspectives d'amélioration des schémas et
méthodes de sélection de C. arabica. Au cours des dernières
années, plusieurs études génétiques ont été entreprises afin
de : 1) préciser la structure et l'origine du génome de C. ara-
bica, 2) évaluer la diversité génétique, 3) identifier et carto-
graphier des gènes de résistance, et 4) déterminer les
modalités d'introgression de C. arabica par les espèces
diploïdes et plus particulièrement C. canephora. Les princi-
paux résultats sont présentés et discutés en relation avec
l'amélioration génétique des caféiers.
Mots-clés: Introgression - Génétique - Marqueur moléculaire -
Polyploïde - Résistance.
Keywords: Introgression - Genetics - Molecular marker -
Polyploid - Resistance.
A. Leonardi, D. De Vienne, S. Pelleschi, J.-L. Prioul, M. Zivy :
« Analyse de la réponse au stress hydrique chez le maïs. Apport
de la génétique quantitative moléculaire et de la protéomique »j
"Analysis of the response to water stress in maize. The contribu-
tion of quantitative molecular genetics and proteomics"
La sélection classique pour une meilleure tolérance à la
sécheresse reste très peu efficace: la réponse des plantes à la
contrainte hydrique est complexe et se mesure à des niveaux
d'intégration très divers. Le stress lui-même est très variable
(en date, en durée, en intensité). Pour ces raisons, nous étu-
dions les réponses à la contrainte hydrique à différents
niveaux: biochimique (quantités de protéines révélées par
électrophorèse bidimensionnelle, activités enzymatiques,
teneurs en sucres), hormonal (acide abscissique), physiolo-
gique (statut hydrique, photosynthèse), phénologique et
morphologique (architecture des plantes). La première étape
consiste à mesurer les différents caractères sur une popula-
tion de lignées recombinantes afin de cartographier les
régions chromosomiques (Quantitative Trait Loci ou QTL)
impliquées dans ces réponses.
La caractérisation des QTL se fait ensuite par l'approche
« gènes ou protéines candidat(e) s ». L'hypothèse de travail
est que si le polymorphisme d'un gène explique une partie
de la variabilité de la réponse au stress, ce gène est alors un
excellent candidat pour être lui-même un QTL. Parmi tous
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les gènes déjà cartographiés et dont la fonction peut être
a priori rattachée à la tolérance au stress hydrique, ceux qui
sont localisés au voisinage des QTL de réponse au stress
vont être sélectionnés. L'étude du protéome (PROTEin com-
plement expressed by a genOME) permet d'al/er plus loin
dans la sélection des candidats : en effet, si le produit du
gène lui-même présente une variation de quantité ou d'acti-
vité en rapport avec la variation de la réponse à la contrainte
hydrique, le candidat est encore plus probable. La recherche
de PQL (Protein Quantity Loci) permet également de sélec-
tionner des protéines candidates, c'est-à-dire des protéines
dont les facteurs contrôlant la quantité ou l' acti vité sont
colocalisés avec des QTL de réponse au stress hydrique. En
parallèle, l'identification à grande échelle des protéines sur
les gels bidimensionnels permet de donner une signification
physiologique à ces protéines candidates.
L'étape ultime pour la validation des meilleurs candidats
passe par des études de transformation ou de complémenta-
tion. Cette approche de « génétique quantitative moléculaire»
permet ainsi d'analyser les bases métaboliques et régulatrices
de la variation des caractères complexes.
Mots-elés : Maïs - Stress hydrique - Génétique quantitative -
Protéomique,
Keywords: Maize - Water stress - Quantitative genetics -
Proteomics,
G. Mergeai, A. Maquet, H. Ben Bouza, G. Lognay, 1. Vroh Bi,
J.-P. Baudoin : « Sélection de cotonniers à teneur variable de
gossypol dans ses organes. Approche interspécifique »/
"Breeding cotton plants with variable gossypol levels in the
organs. An interspecific approach"
Dans le but de développer des cotonniers présentant une très
faible teneur en gossypol dans les graines et une haute teneur
en terpénoïdes dans le reste de la plante, l'hybride trispéci-
fique Gossypium hirsulum x G. raimondii x G. slunianum
(HRS) a été rétrocroisé par G. hirsulum pendant trois géné-
rations successives. Une réduction significative de la densité
des glandes à gossypol des graines a été observée chez au
moins 25 % des génotypes issus des plantes sélectionnées à
chaque génération de rétrocroisement alors que la densité
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des glandes à gossypol dans les parties aenennes de ces
cotonniers restait élevée. Chez les hybrides rétrocroisés
de 3e génération, la teneur totale en gossypol des graines qui
expriment le mieux le caractère recherché est de l'ordre de
500 ppm soit un niveau acceptable pour envisager leur utili-
sation directe en alimentation animale et humaine.
Le niveau de similarité génétique entre le matériel hybride
obtenu et G. hirsutum a été évalué en utilisant la technique
AFLP de marquage de l'ADN nucléaire afin d'identifier les
génotypes introgressés qui sont génétiquement les plus
proches du parent récurrent.
L'utilisation de marqueurs RFLP nous a permis de suivre
l'introgression de Il et 8 segments d'ADN parental de
G. sturlianum et de G. raimondii chez l'hybride trispécifique
HRS et chez les trois générations d'hybrides rétrocroisés
obtenues. Ce travail constitue une première étape qui devrait
permettre de cartographier les gènes responsables du carac-
tère « faible teneur en gossypol de la graine-haute teneur en
terpénoïdes de la plante ».
Mots-clés : Hybridation interspécifique - Cytogénétique
Sélection assistée par marqueurs de l'ADN - Gossypol
Introgression - Gossypium.
Keywords: Interspecific hybridisation - Cytogenetics - DNA
marker-assisted breeding - Gossypol - Introgression -
Gossypium.
F. Morcillo, H. Adam, F. Richaud, C. Hartmann, T. Durand-
Gasselin, E. Konan, A. Rival, Y. Duval, J. Tregear : « Anomalie
florale chez le palmier à huile. Caractérisation de l'expression
génique différentielle "t'Floral anomaly in date palm. Characteri-
sation of differential genic expression"
Dès leur développement, les techniques de culture in vitro se
sont révélées comme une source de variabilité génétique
importante. Chez le palmier à huile (Elaeis guineensis), une
anomalie affectant la morphogenèse florale et par consé-
quent la production en huile a été mise en évidence dès les
premiers essais de comportement au champ des plantes
issues de la culture in vitro. Le phénotype variant se carac-
térise par une modification de l'architecture de la fleur, avec
le remplacement de l'androcée par des pièces analogues de
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carpelles. Celte variation, appelée mantLed, affecte environ
5 % du matériel planté à l'échelle pilote en Côte d'Ivoire et
Asie du Sud-Est. Sur la base de ces caractéristiques phéno-
typiques et des travaux antérieurs sur la structure de l'ADN,
l'hypothèse d'une modification épigénétique de l'expression
du génome a été proposée pour expliquer l'origine des
variants. Dans la perspective de définir un test fiable de la
conformité des cultures de tissus etlou des vitroplants pro-
duits, la recherche de marqueurs précoces d'expression dif-
férentielle associés avec J'anomalie mantLed a été entrepris.
Nous avons utilisé une stratégie de comparaison des pools
de messagers dans des cultures in vitro régénérant des plants
conformes ou variants, basée sur la technique de differential
display RT-PCR.
Grâce à cette approche, un nombre important de marqueurs
candidats a été sélectionnés. À ce jour, le profil différentiel
de 16 candidats a été confirmés, 9 révèlent la suraccumula-
tion de transcrits chez les cultures régénérant des individus
conformes et 7 chez les cultures régénérant des variants. La
caractérisation de ces marqueurs et l'étude de leur rôle poten-
tiel dans le déclenchement de l'anomalie florale est en cours.
Ces marqueurs constituent des outils intéressants pour une
meilleure compréhension du déterminisme de l'anomalie
mantled et pourraient servir de base pour des tests de confor-
1lÙté du processus de micropropagation du palmier à huile.
Mots-clés : Variation somaclonale - Differentiai display RT·PCR -
Elaeis guineensis.
Keywords: Somaclonal variation - Differentiai display RT-PCR -
Elaeis guineensis.
A. Oudin, B. Veau, M. Courtois, N. Guivarc'h, K. Chahed,
J.-C. Chenieux, M. Rideau, M. Clastre: « Architecture des voies
terpéniques impliquées dans la biosynthèse des alcaloïdes chez
la pervenche de Madagascar. Catharanthus roseus ..;"Archi-
tecture of the terpene pathways involved in the biosynthesis of
alkaloids in the Madagascar periwinkle, Catharanthus roseus'
(Catharanthus roseus) est une Apocynacée qui produit des
alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM) d'intérêt thé-
rapeutique. Ces métabolites dérivent de deux voies de bio-
synthèse : celle des indoles et celle des terpènes. Le schéma
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classique établissant que l'isopentényl diphosphate (IPP), le
précurseur universel des isoprénoïdes, est issu de la seule
voie du mévalonate a été remis en cause par la découverte
récente chez les bactéries et les plantes, de la voie du 2C-
méthyl-D-érythritol 4-phosphate (MEP). Les ADNc crdxs,
crdxr et cnnecs codant respectivement la désoxyxylulose
S-phosphate (DXP) synthase, la DXP réductoisomérase et la
4-d iphosphocytidy1-2C-méthy1-D-érythri toi 2-phosphate
synthase, trois enzymes de la voie du MEP, ont été caractéri-
sés chez C. roseus. L'expression hétérologue de la protéine
recombinante DXP synthase a montré que cette enzyme
catalyse la formation de DXP. L'expression des gènes crdxs,
crdxr et cnnecs est fortement corrélée à l'accumulation des
alcaloïdes suggérant que les AIM dérivent de la voie du
MEP. Ce résultat se trouve renforcé par ceux obtenus avec un
inhibiteur de la DXP réductoisomérase, la fosmidomycine,
montrant que ce composé inhibe la production alcaloïdique.
Enfin, l'observation d'une diminution du taux d'alcaloïdes
associée à la répression de l'expression du gène crdxs par
l'alcool périllylique, un inhibiteur des prényltransférases,
suggère qu'un dérivé prénylé exerce un contrôle sur la voie
du MEP. La coopération des deux voies de biosynthèse
menant à l'lPP au sein de la cellule végétale est discutée.
Mots-elés : Alcaloïdes indoliques monoterpéniques - Voie du 2C-
méthyl-D-érythritol 4 - Phosphate - Voie du mévalonate -
Expression des gènes - Protéines prénylées.
Keywords: Indolic monoterpene alkaloids - 2C-methyl-D-erythritol
4 pathway - Phosphate - Mevalonate pathway - Gene expres-
sion - Prenylated protein.
J. T. Ouédraogo, A. Olivier, M. P. Dubé, C. Dabiré, C. A. St-Pierre,
M. P. Timko, F. J. Belzile : " Utilisation des marqueurs molécu-
laires en sélection. Application à la résistance au striga chez le
niebé »1''The use of molecular markers in breeding. Application to
resistance to witchweed in cowpe"
Le striga (Striga gesnerioides) constitue l'une des
contraintes majeures à la production du niébé (Vigna ungui-
culata), principale légumineuse à graines en Afrique subsa-
harienne. Les résultats d'études antérieures ont permis la
création de plusieurs variétés résistantes à des races spéci-
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fiques de S. gesnerioides (cinq races ont été identifiées).
L'introgression des gènes conférant une résistance à toutes
les races dans un même cultivar reste cependant un objectif
difficile à atteindre par les méthodes conventionnelles de
sélection. Aussi, dans le but d'associer la sélection assistée
par marqueurs aux méthodes traditionnelles de création
variétale, nous avons initié le présent projet de recherche
dont l'objectif est l'identification de marqueurs liés aux
gènes de résistance aux races 1 et 3 du S. gesnerioides chez
le niébé. Les méthodes BSA (Bulle Segregant Analysis) et
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ont été
combinées pour identifier des marqueurs liés aux gènes de
résistance à chacune des races. Cinq marqueurs fortement
liés au gène de résistance à la race 1 ont été identifiés. Trois
de ces marqueurs sont liés à l'allèle de sensibilité et deux à
l'allèle de résistance. Cinq marqueurs liés à la résistance ou
à la sensibilité à la race 3 ont également été trouvés. L'un de
ces marqueurs, lié à la résistance aux deux races de S. ges-
nerioides, a été localisé sur le premier groupe de liaison de
la carte génétique du niébé. Les travaux en cours visent à
transformer ces marqueurs en SCAR, plus efficaces pour un
programme de sélection assistée de marqueurs pour la résis-
tance au S. gesnerioides.
Mots-clés: Marqueurs d'ADN - AFLP - Gènes de résistance -
Sélection assistée de marqueurs (MAS).
Keywords: DNA markers - AFLP - Resistance genes - Marker-
assisted selection (MAS).
C. Pichot, M. El Maâtaoui : « Biologie de la reproduction et res-
sources génétiques chez le cyprès de Duprez. Cupressus
dupreziana >>l''Biology of reproduction and genetic resources in
the Saharan Cypress, Cupressus dupreziami'
Le cyprès de Duprez (Cupressus dupreziana A. Camus,
Cupressacées) est l'un des conifères les plus résistants à la
sécheresse et malheureusement l'une des espèces ligneuses
les plus menacées au monde. En effet, seuls 231 individus
représentent actuellement l'espèce dans son aire d'origine,
le désert du Tassili N'ajjer, Algérie. Seule une très faible
proportion (5 %) des graines récoltées, in situ ou ex situ,
s'avère normalement constituée. Cette faible fertilité sug-
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gère un dysfonctionnement du système reproducteur de cette
espèce. Dans ce contexte, nous avons entrepris l'étude de la
biologie de la reproduction à partir d'échantillons récoltés en
France, en plantations conservatoires. Nous présentons ici
les résultats obtenus lors de l'étude de la microsporogenèse
et les caractéristiques du pollen. Une meïose aberrante se
met en place et donne naissance à une forte proportion de
microspores diploïdes non réduites et à une certaine quantité
de spores aneuploïdes ou sans noyau. L'analyse cytophoto-
métrique de pollen en germination ne permet de détecter que
des noyaux diploïdes. Celte production de pollen viable non
réduit était jusqu'à présent inconnu chez les conifères. Elle
pose le problème de la fécondation et de l'origine des
embryons, par ailleurs diploïdes, chez cette espèce. Ceci
suggère une reproduction apomictique qui aurait d'impor-
tantes conséquences sur la diversité génétique de l'espèce,
sur sa conservation à moyen et long termes et enfin sur la
valorisation de ses potentialités adaptatives vis-à-vis du
stress hydrique.
Mots-clés Gymnosperme Espèce menacée
Microsporogenèse - Pollen diploïde - Apomixie.
Keywords: Gymnospermae - Endangered species
Microsporogenesis - Diploid pollen - Apomixis.
E. Rivais: « Apports futurs de la bioinformatique >>l''Future contri-
butions of bioinformatics"
L'utilisation de la bioinformatique est devenue courante en
biologie. Elle fut centrée sur l'apport des banques de
séquences généralistes et sur les outils de comparaison de
séquences. L'entrée dans l'ère de la génomique et de l'étude
du transcriptome ou du protéome transforme l'interaction
entre biologie et informatique. Nous voulons illustrer ici les
nouveaux apports de la bioinformatique face aux défis que
posent de telles quantités de données, ainsi que l'objectivi-
sation et l'éclairage que donnent les approches formelles aux
problématiques biologiques.
Mots-clés : Bioinformalique - Génomique comparative -
Régulation - Répétitions.
Keywords: Bioinformatics - Comparative genomics - Regulation -
Repetitions.
Résumés
1. Samson, L. Hamama, R. Letouze : « Propagation de Phalae-
nopsis issus de plateaux racinaires de vitro-plants. Par protocor-
mes de régénération »/"Propagation of Phalaenopsis from the
root plates of tissue culture plants using regeneration protocorm"
Parmi les 750 genres qui composent la famille des
Orchidaceae, le Phalaenopsis est certainement le plus prisé
des amateurs de plantes à fleurs. Originaires du Sud-Est
asiatique, les 47 espèces et les 100 000 variétés et cultivars
de Phalaenopsis présentent une richesse phénotypique
inégalée et des conditions culturales particulièrement appré-
ciées des consommateurs.
Traditionnellement multipliées par voie sexuée (technique
du semis), ces orchidées tendent, depuis les travaux du pro-
fesseur Morel en 1960, à être propagées par multiplication
végétative (bouturage, culture de méristèmes, néoformation
de protocormes de régénération). Actuellement, encore peu
d'entreprises horticoles ont opté pour ces techniques de pro-
duction qui nécessitent un savoir-faire délicat et qui, pour les
deux premières tout au moins, ne permettent pas d'obtenir
des rendements comparables à ceux de la reproduction
sexuée. Seule l'obtention de protocormes de régénération
(embryons somatiques) allie les avantages des deux voies de
propagation: elle pallie la variabilité, l'hétérogénéité et l'in-
stabilité observées au niveau des semis issus d'hybridations
dirigées entre cultivars natifs et/ou hybrides tout en permet-
tant une multiplication en masse.
Au laboratoire, nous avons mis au point un protocole de
régénération de Phalaenopsis par embryogenèse somatique.
Il présente plusieurs particularités qui sont:
-le choix de l'expiant, nous avons utilisé le plateau racinaire
de vitro-plants obtenus par bouturage de hampes florales
prélevées sur les plantes cultivées en serre;
- le choix des régulateurs de croissance, nous avons utilisé
aux différentes étapes du processus embryogène des régula-
teurs de croissance synthétiques ayant une activité cytokinine
(le F3iP en phase d'initiation des protocormes de régénéra-
tion et le CPPU durant l'étape de multiplication de ceux-ci) ;
- l'application de lumière rouge clair à la longueur d'onde
de 660 nm alternée de périodes obscures durant la phase
d'initiation des protocormes de régénération;
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- l'utilisation de Récipients à immersion temporaire auto-
matique (Rita®) pour réaliser une multiplication optimale
des protocormes.
Au bout de 8 à 12 mois de culture, plusieurs dizaines de mil-
liers de jeunes plantes peuvent être acclimatées en serre.
Parallèlement à ce travail, un suivi histologique du matériel
végétal a été réalisé au cours des différentes étapes du proces-
sus de l'embryogenèse somatique qui montre que les proto-
cormes de régénération obtenus sont en tous points identiques
aux protocormes de régénération qui se forment spontané-
ment à partir des embryons zygotiques.
La caractérisation des différents clones de Phalaenopsis et le
suivi de la stabilité génétique durant les étapes de la régéné-
ration ont été effectués à l'aide de la technique PRC-RAPD
(Polymerisation Chain Reaction-RandoITÙY Amplified Poly-
morphic DNA).
Mots-clés : Plateaux racinaires - Protocormes de régénération -
F3iP - Rita® - PCR-RAPD.
Keywords: Root plates - Regeneration protocorm - F3iP - Rita®-
PCR-RAPD
C. Santi, C. Geney, S. Swistoonoff, L. Constans, E. Guldner,
F. Auguy, 1. Bourrié, E. Duhoux, D. Bogusz, C. Franche: « Un
modèle pour "étude des symbioses fixatrices d'azote actinorhi-
ziennes. Casuarina-Frankia »/"A model for the study of nitrogen-
fixing actinorhizal symbiosis. Casuarina-Frankiéi'
Casuarina est un arbre originaire d'Australie qui a la propriété
de développer une symbiose racinaire fixatrice d'azote avec un
actinomycète du sol appelé Frankia. Le nodule actinorhizien
s'apparente, par sa structure et son origine, à une racine adven-
tive ; il constitue un modèle de développement original. mais
beaucoup moins étudié que le nodule des légumineuses. Un
système de transformation génétique basé sur l'utilisation
d'une souche désarmée d'Agrobacterium tumefaciens a été mis
au point sur deux espèces, Casuarina g/auca et Allocasuarina
verticillata ; il permet la régénération de plantes transgéniques
en quatre à six mois. Ce système de transfert de gènes est uti-
lisé pour caractériser des promoteurs hétérologues et dévelop-
per des vecteurs d'expression adaptés à ces arbres tropicaux.
Les plantes transgéniques sont également de précieux outils
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pour progresser dans la connaissance des gènes exprimés lors
du développement des nodules actinorhiziens et pour effectuer
une analyse comparative avec les nodules des légumineuses.
Mots-clés : Frankia - Casuarina - Symbiose ac1inorhizienne -
Fixation d'azote - Nodule.
Keywords: Frankia - Casuarina - Actinorhizal symbiosis -
Nitrogen fixation - Nodule.
J. Schwendiman : « Le contexte actuel des plantes transgéniques »/
''The present context of transgenic plants"
La vocation première des plantes est de nourrir l'humanité,
ainsi que les animaux d'élevage. n existe, en termes de popu-
lation et de taux de croissance démographique, de fortes dis-
parités entre pays développés et pays en développement, avec
une sous-alimentation chronique chez ces derniers et la néces-
sité de tripler la production agricole actuelle pour faire face
aux besoins futurs. Or, cette production ne cesse de décroître,
suite à de multiples causes qui sont présentées. Pour pallier ce
déficit prévisible, on envisage de mettre en œuvre le concept
de révolution doublement verte, qui associe entre autres les
biotechnologies, la maîtrise de l'eau, etc, pour une agriculture
durable, plus productive dans le respect de l'environnement.
Les plantes de demain seront-elles des plantes transgé-
niques? L'exposé montre les enjeux commerciaux liés au
secteur semences et plants où la France est un acteur majeur.
La situation actuelle au niveau mondial des essais en champ
de plantes transgéniques, en termes de pays, de plantes, de
caractères introduits sera établie. La commercialisation de
plantes transgéniques a débuté, elle concerne déjà de nom-
breuses espèces pour diverses caractéristiques, les détenteurs
de ces produits sont essentiellement des compagnies privées.
Les surfaces cultivées sont en croissance exponentielle et
dans certaines régions du globe, à court terme, on peut rai-
sonnablement supposer que la majorité des plantes cultivées
sera transgénique. Les grands acteurs des plantes de demain
sont déjà les entreprises d'agrochimie, qui procèdent par le
biais d'acquisitions, de fusions ou d'alliances, au rachat tant
de sociétés de recherche en biotechnologies que de sociétés
semencières. Le point sera fait sur la situation actuelle mon-
trant l'émergence d'un petit nombre de groupes agrochi-
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miques mondiaux qui disposent d'une panoplie incontour-
nable de procédés biotechnologiques.
À ce jour, on assite à une étape qui concerne la première
génération de plantes transgéniques (résistance aux herbi-
cides et aux insectes). La seconde offrira un éventail beau-
coup plus vaste de plantes en termes de :
- résistance aux pathogènes et aux insectes;
- transformation de produits;
- plantes « vaccins» ;
- « plant pharming » ;
- plantes « usines ».
Tout cet ensemble pose un certain nombre de problèmes en
termes d'éthique, de santé, d'environnement et d'assurance
de la sécurité alimentaire ; les pays en développement
devraient être logiquement bénéficiaires des biotechnolo-
gies. On en présentera succinctement l'impact actuel en sou-
lignant que l'usage des biotechnologies peut tout à la fois
contribuer à la sécurité mondiale comme être source poten-
tielle d'une grande instabilité. Pour le futur, tout se jouera
sur la réussite de la coopération entre partenaires publics et
privés, ces derniers détenant les clés sous forme de brevets.
Mots-clés: Plantes transgéniques - Agriculture durable.
Keywords: Transgenic plants - Sustainable agriculture.
B. Teulat-Merah, W. Zoumarou, R. Oouimi, M. Ben Salem,
H. Bahri, O. This: « Étude de la tolérance à la sécheresse chez
les céréales. L'orge comme modèle biologique, approche aTL »/
"Study of drought-tolerance in cereals. Barley as a biological
model, aTL approach"
L'orge est utilisée dans le travail présenté comme modèle bio-
logique pour l'étude de la tolérance à la sécheresse chez les
céréales dans un contexte méditerranéen. La tolérance à la
sécheresse a été disséquée en caractères qui lui sont liés et des
QTL (Quantitative Trait Loci) impliqués dans leurs variations
ont été identifiés à l'UR de Génétique et d'amélioration des
plantes de Montpellier. Des critères liés au statut hydrique et à
l'ajustement osmotique mais aussi la composition isotopique
du carbone du grain, la teneur en chlorophylle totale, la crois-
sance végétative, la phénologie et le rendement et ses compo-
santes ont été considérées en conditions de déficit hydrique,
Résumés
de sécheresse ou irriguées, dans diverses expériences (essais
au champ, en chambre de culture ou en serre). Quand les
mêmes caractères ont été mesurés dans plusieurs expériences
ou sites, les QTL stables ont été identifiés ainsi que les QTL
spécifiques d'une réponse au stress ou ceux obtenus en condi-
tions non limitantes. Des comparaisons de QTL ont été faites
avec des résultats obtenus pour d'autres céréales et des régions
chromosomiques apparaissent conservées entre espèces. Un
bilan des résultats sera présenté ainsi que les perspectives de
génomique et d'essais multilocaux en cours en Thnisie, Maroc
et Égypte dans le cadre d'un programme européen.
Mots-clés : Tolérance - Sécheresse - Méditerranée - OTL -
Synténie.
Keywords: Tolerance - Drought - Mediterranean - OTL -
Syntenic.
H. Thiellement : « La protéomique. Une approche nécessaire en
physiologie et en génétique des plantes »j"Proteomics. A neces-
sary approach in physiology and in plant genetics"
Ces dernières années ont vu des développements prodigieux
dans les domaines de la robotique et de la nanotechnologie
qui ont permis le séquençage de génomes d'eucaryotes,
panni lesquels celui d'Arabidopsis thaliana. Cette géno-
mique a mis en évidence notre ignorance du rôle de plus de
la moitié des gènes ainsi séquencés. L'étude du transcrip-
tome ne permettra pas à lui seul de répondre à cette question
des gènes orphelins de fonction. L'étude du protéome s'avère
dès maintenant un complément nécessaire pour résoudre le
problème. De la caractérisation de mutants à l'estimation de
la variabilité intra et inter-populations, de l'étude des rela-
tions phylogénétiques à la définition des protéines affectées
par un stress biotique ou abiotique, de l'étude des ensembles
de gènes corégulés, ou affectés par une molécule donnée, à
la quantification de leurs produits, la protéomique et ses
développements récents, en matière de spectrométrie de
masse et de bases de données, est devenue un outil très puis-
sant parmi les approches globales de la biologie moderne.
Mots-clés: Protéomique - Génomique - Analyse fonctionnelle -
Relations phylogénétiques.
Keywords: Proteomics - Genomics - Functional analysis -
Phylogenetic relations.
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M. Trifi, A. Benslimane, A. Rhouma, C. Hartmann, A. Rode,
M. Marrakchi : « Rôle des interactions nucléocytoplasmiques dans
la résistance du palmier dattier au bayoud »1'The role of nucleo-
cytoplasmic interactions in date palm resistance to Bayoud
disease"
La technique de polymérisation enzymatique en chaîne
(PCR) a été utilisée pour mettre en évidence chez le palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.) des plasmides mitochon-
driaux dont la présence semble être en relation avec la résis-
tance de cette plante au bayoud, maladie provoquée par le
champignon Fusarium oxysporum fsp albedinis. Grâce à un
jeu approprié d'oligonucléotides, il a été possible d'ampli-
fier, à partir de l'ADN cellulaire total, des amplimères spé-
cifiques de chaque type de plasmides. Les résultats obtenus
montrent clairement l'existence d'un polymorphisme de ces
formes plasmidiques et que les variétés testées sont caracté-
risées soit par des mitochondries qui hébergent exclusive-
ment un seul type de plasmide soit par celles qui en
présentent simultanément les deux formes. En outre, ces
résultats, qui sont en accord avec les données décrivant le
comportement des variétés tunisiennes de palmier dattier
vis-à-vis de la fusariose, semblent de ce fait renforcer la cor-
rélation entre la nature du plasmide présent et le comporte-
ment de la plante vis-à-vis du bayoud. Un modèle
impliquant des interactions nucléocytoplasmiques est pré-
senté afin de rendre compte du polymorphisme des plas-
mides mitochondriaux du palmier dattier en relation avec le
phénotype des plantes vis-à-vis de l'agent pathogène.
Mots-clés: Palmier dattier - Bayoud - Plasmides milochondriaux
- Résistance.
Keywords: Dale palm - Bayoud disease - Milochondrial plasmids
- Resistance.
M. Trommetter : « Économie des ressources génétiques. Quelles
évolutions pour quelles perspectives? »/'The economics of gene-
tic resources. What developments for what prospects?"
La gestion et la propriété du vivant posent la question du rôle
et des enjeux de l'organisation de la Recherche-Dévelop-
pement dans le secteur des semences et de leur impact sur la
conservation des ressources génétiques. Cette analyse étudie
Résumés
les différentes organisations selon les droits de propriété,
l'accès et le partage des avantages liés aux ressources géné-
tiques entre les acteurs de la recherche et de la conservation.
C'est pourquoi cete contribution propose une synthèse éco-
nomique de l'analyse des liens entre conservation, utilisation
et valorisation des ressources génétiques; elle est basée prin-
cipalement sur trois contributions récentes de l'auteur.
Mots-clés Économie Ressources génétiques
Biotechnologies - Conservation.
Keywords: Economies - Genetic resources - Biotechnologies -
Conservation.
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Depuis l'avènement des biotechnologies, de très nombreux
progrès ont été réalisés, aussi bien au niveau des possibilités
expérimentales que des moyens d'analyse des résultats. Ces
dernières années ont été cruciales car il est devenu beaucoup
plus facile d'accéder directement aux séquences des acides
nucléiques et des protéines mais aussi d'interroger de son
bureau, via internet, de très nombreuses banques de données
régulièrement enrichies.
De ce fait, les info.mations délivrées à partir des travaux sur les
organismes modèles - aussi bien animaux que végétaux -
deviennent un enjeu important pour la communauté scientifique.
On entend ainsi parler de génome, protéome, transcriptome mais
aussi de bio-informatique, de post-génomique, le tout portant
essentiellement sur des micro-organismes ou des organismes
modèles: le nématode Caenorhabditis elegans, la mouche
Drosophyla melanogaster, l'homme, et aussi quelques plantes
comme l'arabette Arabidopsis thaliana ou le riz Oryza sativa.
La question que se posent les scientifiques est de savoir comment
ils pourront intégrer ces résultats dans leur propre probléma-
tique et particulièrement dans le domaine de l'amélioration des
plantes. Paradoxalement, la communauté scientifique, isolée
dans les laboratoires et confrontée à cet afflux d'informations, a
des difficultés pour les assimiler. De fait, les réunions scienti-
fiques sont de plus en plus nécessaires.
Cet ouvrage présente les actes des Vile journées du réseau
« Biotechnologies végétales: amélioration des plantes et sécu-
rité alimentaire ». Il regroupe les textes de trente-trois commu-
nications, organisées en cinq parties, dont la première réunit
des synthèses sur des thèmes d'actualité. Les autres parties sont
consacrées aux études menées par les membres du réseau
sur la diversité génétique, les biotechnologies et la culture de
tissus, les interactions plantes-micro-organismes et la physio-
logie de la résistance aux stress.
Biotechnologies végétales - Diversité génétique - Résistance aux
stress - Interaction plantes-micra-organismes.
